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par H. E. PEARSON (*), P. ATANASIU et P. LEPINE (2), 


(Institut Pasteur, Service des Virus |D" P. Liéptne)) 


Si le virus rabique s’adapte facilement et vite au tissu nerveux 
des animaux de lJaboratoire, sa croissance dans d'autres tissus 
est toujours plus difficile, et généralement exceptionnelle. Leva- 
diti et Schoen ‘4], en 1936, Levaditi, Schoen et Reimé [2], en 
1937, ont inoculé le virus des rues par la voie sous-cutanée et 
par la voie cornéenne & un lapin qui présentait une tumeur épithé- 
liale de Pearce greffée aux yeux : létude anatomopathologique 
a montré par la suite la présence de corps de Negri dans les 
cellules tumorales, et le broyat de ces cellules a conféré la rage 
aux animaux. Kligler et Bernkopf [8] inoculent le virus rabique 
par la voie chorio-allantoidienne dans l’embryon de poulet et 
Koprowski et Cox {4} imjectent la souche Flury dans le sac 
vitellin d’embryons de poulets. Réinoculé a la souris, le virus 
récupére son titre et dépasse rarement le taux de 10°. De méme, 
Koprowski {5}, en étudiant l’action oncolytique de différents virus 


(*) Adresse actuelle: Los Angeles Country Hospital, Los Angeles, 
Californie. 
(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 octobre 1957. 
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sur plusieurs cancers expérimentaux (d'origine spontanée ou 
d'origine chimique), a remarqué que le virus rabique n’avait pas 
action oncolytique et qu’il ne se multipliait qu’occasionnelle- 
ment en donnant sur la souris un titre de virulence trés bas. 

Ayant en vue d’obtenir la multiplication du virus rabique en 
dehors du cerveau, nous avons essayé de le cultiver en présence 
de cellules d’origine gliale, greffées par la voie sous-culanée sur 
la souris C3H. Cette tumeur s’est montrée sensible 4 la croissance 
du virus de Theiler in vivo et in vitro |6]. 


TECHNIOUES ET METHODES. 


Tumeur. — Nous nous sommes servis de cellules provenant 
dum astrocytome, obtenu par Zimmermann chez la souris C3H 


Fic 1. — Aspect des souris C3H ayant regu une greffe d’astrocytome par voie 
sous-culanée (quatorziéme jour). 


par des substances cancérigénes [6]. Ces cellules tumorales sont 
iransmissibles par la voie sous-culanée et les tumeurs se déve- 
loppent en six a dix-sept jours a la suite de la greffe en donnant 
des masses de 5 4 10 g (fig. 1). 


Virus. — Nous avons employé la souche de virus rabique 
standard dite CVS qui, inoculée par voie intracérébrale, atteint 
chez Ja souris blanche de 14 a 16 ¢ un titre qui peut varier 


o 
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centre 10 ct 10-7; notre souche avait au départ un titre de 
10-¥, 

L’inoculation du virus et celle de la tumeur se font en-méme 
temps, c’est-a-dire que quelques fragments de tumeurs coupés aux 
ciseaux sont introduits par greffe en mémé temps quune dilu- 
tion & 10-* (0,10 & 0,20 ml) du virus rabique est administrée 
par vole sous-cutanée. En général, on inocule entre 300 et 
6 000 DL50. 

Les tumeurs deviennent palpables a partir du huitiéme jour : 
la paralysie rabique est manifeste 4 partir du treiziéme ou du 
quatorziéme jour. 


Resuttats. — Dés que les paralysies commencent d se mani- 
fester chez les souris, ces derniéres sont sacrifiées. On préléve 
la tumeur tout entiére ; elle est broyée au mortier avec du sable 
et diluée 4 20 p. 100 dans un diluant contenant 2 p. 100 de sérum 
de cheval normal. On réalise une centrifugation a faible vitesse 
(1 000 t/min) pendant dix minutes. A partir du liquide surnageant, 
on pratique des dilutions de 10~* a 10~ que Von inocule aux 
sourls par voile intracérébrale a raison de 0,03 ml; on emploiec 
5 souris par dilution (voir tableau). En répétant ces expériences 
quatre fois et en titrant Je virus, nous avons trouvé des titres 
variant entre 10-+° et 10—*’. 


NOMBRE DE 
TUMEURS 
MELANGEES 


INOCULATION |TITRAGE SUR CERVEAU DE sour's | 
CERVEAUMS) = ea ice ee | EDs, 
LAPIN 10-2} 10-3 | 10-4] 10-5] 10-&| 10-7 


EX PERIENCE 


*272 


3/5 


1/5 


2/5 | 1/5 


3/5 | 0/5 


3/5 | 2/5 


x 


Nombre des animaux morts sur nombre des animaux inoculés. 


L’examen anatomopathologique des coupes pratiquées sur les 
tumeurs a montré : macroscopiquement : les tumeurs sont lége- 
rement hémorragiques, parfois elles contiennent un liquide opa- 
lescent et hémorragique (avec virus et sans virus) ; microscopt- 
quement: on trouve dans la tumeur des foyers de cellules 
présentant les altérations caractéristiques de la rage fixe [7] : 
noyaux pycnotiques et parfois dégénérescence totale de ces cel- 
lules, sans aucune réaction inflammatoire ; ces foyers sont nom- 
breux dans les tumeurs contenant le virus et sont différents des 
foyers nécrotiques que l’on peut trouver normalement dans ces 
tumeurs (fig. 2 et 
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— Astrocytome, tumeur sous-cutanée développée chez la souris C3H. 
Hémalun-éosine x 260. Tumeur sans virus (quatorzi¢me jour). 


3. — Astrocytome développé chez la souris C3H. Tumeur avec virus (noyaux 


pycnoliques et nécrose cellulaire. Guatorzitme jour). 
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Témoins. — Des souris inoculées dans les mémes conditions 
avec Ja méme quantilé de virus rabique mais en présence de 
fragments du foie de souris normale C3H ne présentent pas de 
paralysies. 

Ess\is DE NEUTRALISATION DU VIRUS 
ET ESSAIS DE PROTECTION DE LA SOURIS. 


Les cerveaux des souris malades (tumeur et paralysie) sont 
broyés et dilués 4 une dilution 10 qui est mélangée a parties 
égales avec un sérum antirabique également dilué a 10. On 
laisse incuber environ une heure et demie a 37° C. On inocule 
par vole intracérébrale a raison de 0,03 ml par souris. D’autres 
souris recoivent un mélange du virus et d’un sérum normal de 
cheval ; elles serviront de témoins. 

Résultats ; 4 souris sur 10 ayant recu le virus plus le sérum 
antirabique et 10 sur 10 de celles ayant recu le virus plus le 
sérum de cheval normal ont succombé. Les épreuves spécifiques 
montrent que le virus isolé du cerveau des animaux paralysés 
est bien le virus rabique. 


EESSAIS DE PASSAGE DE LA TUMEUR INFECTEE. 


a tumeur des souris paralysées (8 g) est passée par greffe 
a 6 souris C3H. Trois de ces souris recoivent en méme temps 
du sérum antirabique par voie intrapéritonéale. Les souris non 
traitées meurent de rage sans tumeur, tandis que les souris traitées 
avec le sérum spécifique meurent vers le trente-cinquiéme jour 
avec des tumeurs énormes (méme volume que la souris témoin). 
Dans ces tumeurs, on ne peut mettre en évidence de virus 
rabique ; les résultats sont également négalifs, soit en inoculant 
le broyat tumoral par voie intracérébrale & la souris blanche, 
soit en faisant des egreffes de ces tumeurs 4 des souris de méme 
race (C3H) [expérience répétée deux fois]. 

D’autres essais montrent que le virus rabique CVS, inoculé 
dans les mémes conditions 4 des souris C3H ayant des carci- 
nomes mammaires spontanés, ne se multiple pas. 


CONCLUSION. 


L’astrocytome, transmissible par passages sous-culanés a la 
souris C3H, produit des masses tumorales de 5 4 10 g au bout 
de treize a vingt jours. Cette tumeur a la capacité de recevoir 
le virus rabique et de permettre sa multiplication a un titre voisin 
de celui obtenu dans Je tissu cérébral de la souris normale. 

Le virus rabique entraine la production dans les cellules tumo- 
rales de noyaux pycnotiques et de nécroses. 
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Les souris recevant la tumeur infectée succomberont a la rage 
(quatorziéme-quinziéme jour); les souris recevant la tumeur 
infectée plus un sérum antirabique mourront de la tumewr entre 
le vingl-cinquiéme et le trente-cingmiéme jour (tumeur sans 
virus). 


SUMMARY 


PROPAGATION OF RABIES VIRUS 
IN A TRANSPLANTABLE ASTROCYTOMA IN MICE. 


Sub-cutaneous transplantation of this astrocytoma to C3H mice 
induces after 13 io 20 days the formation of tumors weighing 5 
to 10 g. These tumors allow the propagation of rabies virus, 
and the titer is almost the same as the one obtained in the CNS 
after intracerebral inoculation. 

Rabies virus induces in tumor cells the formation of pyenotic 
nuclei, and necrosis. 

The death of mice having received the infected tumor is pro- 
voked by the rabies virus (after 14 to 15 days). The death of 
mice having received the infected tumor plus antirabic serum is 
due to the tumor ; the animals die 25 to 35 days after inoculation. 
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ETUDES SUR LE COLLAGENE 


XII. — ACTION DE DIVERS POLYOSIDES (Y COMPRIS DES POLYOSIDES BACTERIENS) 
SUR DU COLLAGENE NATIF (COLLAGENE DE TENDON). 


par Suzanne BAZIN et Albert DELAUNAY (*) 
(avec la collaboration technique de Nicole BRIQUELET). 


(C.N. RR. S. et Institut’ Pasteur, Annexe de Garches) 


INTRODUCTION. 


Dans des communications antéricures |4), nous avons montré 
que de nombreux polyosides (y compris des polyosides bactériens) 
peuvent se combiner avec un collagéne soluble : le collagéne A. 
Des combinaisons de méme type prennent-elles place en présence 
du collagéne natif (c’est-a-dire du collagéne insoluble, tel qu’il 
existe dans les tissus) ? Pour le savoir, nous nous sommes livrés 
& un certain nombre d’expériences qui comportaient comme maté- 
riel, non plus du collagéne extrait des tendons de queue de rat, 
mais les tendons eux-mémes. Les observations et résultats alors 
recueullis sont présentés dans ce nouveau mémoire. 


TECHNIQUES EXPERIMENTALES. 


1° Prearers essats : Sur des tendons simplement dilacérés.. — 
Des tendons de queue de rat, finement dilacérés, sont mis a 
macérer soit dans de Veau distillée, soit dans des solutions plus 
ou moins concentrées de mucopolysaccharides ou de polyosides 
bactériens (pI : 7). Aprés un séjour plus ou moins long dans ces 
milieux, ils sont lavés puis portés dans une solution d'acide 
acétique (pH : 4,3). Dans cette solution, les tendons témoins (c’est- 
a-dire ceux qui ont macéré dans l’eau) ont gonflé trés nettement 
et une forte proportion de leur collagéne a été dissoute. Les 
tendons d’abord maintenus au contact des mucopolysaccharides 
ou des polyosides ont parfois gonflé comme les témoins ; parfois, 
au contraire, ce gonflement a été nul ou tres léger (en méme 
lemps, n’apparaissaient dans Veau acétique que des traces de 
collagéene dissous). 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 octobre 1957. 
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Nous avons été incapables de trouver la raison des différences 
notées de tendon a tendon. Influence de Page ou de Vétat nutri- 
tionnel des animaux ? Peut-¢tre, mais nous ne pouvons l’affirmer. 

Devant ces difficultés, et avec l’espoir d’obtenir des résultats 
enfin constants, nous avons décidé de modifier notre premicre 
technique expérimentale en opérant, cette fois, avec des tendons 
au préalable traités. 


2° Seconps Essais : Sur des tendons traités au préalable par 
voie chimique. — a) Des tendons de queue de rat, trés finement 
dilacérés, sont mis 4 macérer pendant quarante-huit heures, a + 4° 
dans une solution de KCI 3,3 M de pH 7 (100 mg de tendon dans 
50 ml de solution), Etait demandé a cette manipulation de dis- 
soudre les mucopolysaccharides et les protéines autres que le 
collagéne et, aussi, de rompre dans la fibre de collagéne les 
liaisons les plus faibles. ‘La macération terminée, les tendons sont 
lavés trois fois 4 Veau distillée, deux fois avec une solution de 
ClNa M/10 de pH 4,3. Ils sont ensuite placés, pendant quarante- 
huit heures, a2 +4°, dans une solution de ClNa M/10, de pH 4,3. 
Le but de cette nouvelle manipulation est d’augmenter la disso- 
ciation des fibres de collagéne. Derni¢re ¢tape enfin, les tendons 
sont lavés cing fois a Peau distillée. 

Des tendons traités de la sorte sont macroscopiquement nor- 
maux. Néanmoins, sur le plan physiologique, ils sont altérés. 
D’une part, ils ne se contractent plus a la chaleur. De lautre, 
ils gonflent déja dans une solution acétique de pH 5 alors que 
les tendons normaux ne commencent a gonfler que dans une solu- 
lion de pH 4,6. Ajoutons enfin qu’a pH 4,6 le collagéne des 
tendons normaux se dissout & peine alors que celui des tendons 
traités se dissout nettement. 

b) Les tendons préparés comme nous venons de Je dire sont 
ultérieurement partagés en deux lots : 

Premier lot: Ceux qui en font partie sont déposés pendant 
quarante-huit heures, 4 +4°, soit dans des solutions de mucopoly- 
saccharides (héparine, acide chondroitine-sulfurique), soit dans 
des solutions de polyosides bactériens (complexe elucido-lipido- 
polypeptidique isolé du_bacille typhique, polyoside pneumococ- 
cique Cx, polyoside pneumococcique SII, polyoside streptococ- 
cique C, un polyoside staphylococcique obtenu par traitement des 
germes ’ l’acide trichloracétique), soit, enfin, dans des solutions 
de polyosides divers (amidon soluble, inuline, elycogéne). 100 me 
de tendon étaient mis, en chaque cas, dans 25 ml de solution. 
Ces solutions, de kontontrations variables, étaient ajustées a 
pH 4,3 ou 7; 

_Le cap des quarante-huit heures franchi, les tendons sont Javés 
cq fois 4 Peau distillée puis, trois fois, 4 Peau acétique de 
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pH 4,6. Ils sont laissés enfin dans de l’eau acétique de pH 4,6 
(100 mg dans 50 ml), a +4°, pendant quarante-huit heures. A ce 
moment, sont notées Vintensité de leur gonflement et l’augmen- 
tation de la viscosité du milieu (telle qu’on peut Vapprécier direc- 
tement a l’ceil), Dans plusieurs cas, la teneur de ce milieu en 
collagéne dissous a aussi été contrdlée (par dosage de l’hydroxy- 
proline). 


Second lot (témoins) : Des tendons sont placés pendant qua- 
rante-huit heures, a + 4°, dans des solutions de ClNa plus ou moins 
concentrées (0,01, 0,15, 0,427, 0,85 et 1,7 M) et a différents 
pH : 4,3 et 7. Ultérieurement, ils sont lavés et traités comme les 
précédents. 

c) Les résultats obtenus dans ces conditions ayant été, on le 
verra plus loin, remarquables, nous les avons complétés par une 
étude des modifications apportées a l’action de tel ou tel muco- 
polysaccharide sur le collagéne natif par Ventrée en jeu (compé- 
titive) dun sel ou d’un polyoside. Cette étude, faite sur le colla- 
gene A, nous avait fourni des enseignements d’un haut intérét {2}. 
En serait-il de méme avec le collagéne natif ? Pour l’apprendre, 
nous avons suivi une technique calquée, point par point, sur celle 
que nous avons décrile, a cela prés que les macérations avaient 
lieu, en ce cas, non plus dans la simple solution d’un muco- 
polysaccharide donné, mais dans des mélanges en proportions 
variables de mucopolysaccharide et de sel ou de mucopolysaccha- 
ride et de polyoside bactérien. 


RESULTATS. 


1° L’essentiel des résultats concernant l’aclion de divers muco- 
polysaccharides ou polyosides (utilisés isolément) sur le collagéne 
natif se trouve reporlté dans le tableau I. Dans ce tableau sont 
aussi noltés les résultats obtenus dans les mémes conditions aprés 
usage de ClNa. 


Pricisions : a) Au sujet des solutions salines. En utilisant des 
solutions de ClNa a toutes concentrations entre 0,01 et 1,7 M, 
nous avons oblenu des résultats identiques 4 ceux portés dans le 
tableau I. Une macération préalable des tendons de queue de rat 
dans ces solutions salines ne géne donc nullement la dissolution 
ultérieure du collagéne dans un milieu acide. 


b) Au sujet des mucopolysaccharides. L’héparine ou Vacide 
chondroitine-sulfurique, utilisés 4 doses plus faibles que celles 
qui sont reportées dans le tableau, permettent, ullérieurement, 
un gonflement du tendon légérement plus grand. 
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c) Au sujet des polyosides bactériens. L’endotoxine typhique, 
ulilisée a doses plus faibles que celles reportées dans le tableau, 
permet, elle aussi, un gonflement du tendon un peu plus accuse. 

Ajonutons enfin que, pour toutes les substances essayées, nous 
avons obtenu des résultats comparables aux précédents quand 
les macérations avaient élé faites a pH 4,3 (les tendons ne 
eonflent pas a ce pH en raison de la pression osmotique exercée 


TaBLeAu I. 


Nature et concentration Observations faites ak digs 
de la solution aprés remise en 
ot a eu lieu dans l*eau acétigue d'hydroxyproliing 


la macération pHs ao par al 
des tendons (pH aa T) des tendons traités d'eau acétique) 


Gonflement Viscosité 
du du 


tendon milieu 


ClNa 0,15 M 
ClNa 0,427 M 


Héparine 0,I ug/ml 
Héparine 0,2 ng/ml 
Ac.ch.sulf. 0,2 mg/ml 
Ac.ch.sulf. 0,4 ng/ml 


End.typhique 3 mg/ml 
Pol. pneumo.eCx 0,5 ng/ml 
Pol.pneumo.Szyz I mg/al 
Pol.strepto.C I mg/ml 
Pol.staphylo. 0,5 mg/al 


Amidon soluble I0 ng/ml 
Inuline 5 ng/ml 
Glycogéne I0 mg/ml 


par les sels ou les polyosides en solution). L’action de Vendo- 
toxine typhique et du polyoside Cx du pneumocoque parait, tou- 
tefois, étre un peu plus forle 4 pH 4,3 qu’a pH 7. 


Yo 
~ 


_L’essentiel des résultats concernant action sur le collagéne 
nalif de divers polyosides utilisés en mélange est, de son cote, 
reporté dans le tableau H. A titre comparatif, se voil ‘appele, 
dans le méme tableau, ce qui se passe quand ces corps sont mis 
en ceuvre, isolément. 


Précrstons : a) Au sujet des mélanges mucopolysaccharides- 
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sel. En présence de sel, laction d’un mucopolysaccharide sur le 
collagéne natif est égale (au moins) a celle qui se produit en 
V'absence de sel. Au cours de nos recherches, seule une tres 
forte concentration en ClNa (1,7 M) a été capable de diminuer 
un peu l’action sur le tendon de Vhéparine. Mais qu’elle impor- 
lance accorder a ce fait, ¢lant donné que cette concentration est 
plus de dix fois supérieure & la concentration physiologique ? 


TABLEAU II. 


Fature et concentration Observations faites Collagtne dissous 
de_la solution apres remise en pe 


gta eu lieu dans l'eau acétique d* hydroxyproline 
a _macération ( pH : 4,6 ) par ml 
tendons (pH : 7) des tendons traités d'eau acétique 


ClBa 0,427 M 
Eéparine 0,I mg/ml 
Ac.ch.sulf. 0,2 mg/ml 
End.typhique 3 ng/ml 
Pol.staphylo<s 0,5 ng/ml 


Héparine 0,1 ng/nl 
+ ClNa 0,427 M 


Héparine 0,1 ng/ml 
+ end.typhique 3 mg/ml. 


Héparine 0,1 mg/ml 
+ pol.staphylo. 0,5 ng/ml 


Acech.sulf. 0,2 mg/ml 
+ Cla 0,427 M 


Acechesulf. 0,2 mg/ml 
+ end.typhique 3 ng/nl 


b) Au sujet des mélanges mucopolysaccharides-polyosides bac- 
fériens. Des tendons qui ont macéré dans ces mélanges, une fois 
remis en milieu acétique, ne gonflent pas. ‘L’action propre de 
chaque corps en solution, loin d’étre diminuée, est plutot ren- 
forcée. Le phénoméne est d’une netleté parliculiére quand sont 
utilisés, en mélange avee l’endotoxine typhique, tel ou tel muco- 
polysaccharide. 

Dernier point: des faits comparables aux précédents ont été 
enregistrés quand les macérations savaient eu heu, non a pH 7, 
mais a pH 4,2. 
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DiIscUSSION ET CONCLUSIONS. 


1° La macération de tendons de queue de rat (légerement dis- 
sociés au préalable par traitement chimique) dans des solutions 
de ClNa variables par le pH (4,3 ou 7) et la concentration (0,01, 
0,15, 0,427, 0,85, 1,7 M) ne géne pas ultérieurement leur gon- 
flement et la dissolution du collagéne dans une eau acétique de 
pH 4,6. Cela tient, selon nous, au fait que le chlorure de sodium 
nest pas capable de se fixer sur le tendon. En va-t-il de méme 
pour tous les sels? Apparemment, non. Dans des expériences 
en cours, nous constatons, en effet, qu'une macération des ten- 
dons dans des solutions de SO,Na, (0,213 M ; pH : 4,3 ou 7) géne 
Je gonflement et la dissolution de ceux-ci lorsqu’ils sont placés 
secondairement dans une eau acétique de pH 4,6. Mode d’action 
exercée ici par le surfate ? Nous le recherchons. 

2° La macération de tendons de queue de rat (d’abord traités 
comme les précédents) dans des solutions de glycogéne et d’amidon 
soluble (10 mg/ml; pH: 4,3 ou 7) ou @inuline (5 mg/ml; pH : 
1,3 ou 7) ne géne pas davantage, ultérieurement, le gonflement 
et la dissolution des tendons dans de leau acétique de pH 4.6. 
C’est, & notre avis, cette fois encore, parce qu'il n’y a pas cu 
fixation de ces corps sur les tendons. 

3° Une macération préalable des tendons de queue de rat 
dans des solutions d’héparine ou d’acide chondroitine-sulfurique, 
variables par le pH (4,3 ou 7) et la concentration (héparine : 0,05, 
0,1, 0,2, 0,4 mg/ml; A. Ch. S.: 0,1, 0,2, 0,4 mg/ml) géne en 
revanche le gonflement de ces tendons dans un milieu acétique 
de pH 4,6 {surtout a une concentration voisine de la dose optimum 
précipitante (héparine : 0,1 mg/ml; A. Ch. S. : 0,2 mg/ml) pour 
le collagéne A]; elle diminue dans le méme milieu la dissolution 
du collagéne (les dosages d’hydroxyproline donnent des chiffres 
moitié moins élevés que les chiffres normaux). 

Explhication ? Celle que nous proposons met en avant une 
fixation importante de Vhéparine et de lacide chondroitine- 
sulfurique sur les tendons, durant les macérations. 

4° Etudi¢e dans les mémes conditions, l’action des polyosides 
bactériens se révele variable. Pour un polyoside : le polyoside SH 
du pneumocoque, il semble n’y avoir aucune fixation. Les 
lendons qui ont macéré dans une solution de ce polyoside se 
comportent en effet, secondairement, comme des témoins. Pour 
les autres polyosides examinés, au contraire, une fixation prend 
place, révélée par une diminution, voire une inhibition, du gon- 
flement des tendons en milieu acétique et, aussi, par une dimi- 
nution (ou méme une inhibition) de la dissolution du collagéne. 
Par ordre d’activilé croissante, nous placerons : 
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a) Le complexe typhique: Il se fixe sur le tendon un peu 
mieux a pH 4,3 qu’a pH 7. Aprés fixation 4 pH 7, la dissolution 
du collagéne 4 pH 4,6 est diminuée environ de 50 p. 100. 

b) Le polyoside Cx du pneumocoque : Comme le précédent, il 
se fixe sur le tendon un peu mieux a pH 4,3 qu’a pH 7. Apres 
fixation a pH 7, la dissolution du collagéne a pH 4,6 est diminuée 
environ de 75 p. 100; 

c) Le polyoside C du streptocoque et le polyoside staphylo- 
coccique, enfin. Tous deux se fixent également bien sur les 
tendons a pH 7 et 4 pH 4,3. La fixation en cause se montre, par 
ailleurs, trés forte. Les tendons trailés, secondairement remis 
dans l’eau acétique, ne gonflent pas du tout. Les dosages 
(hydroxyproline effectués dans les milieux donnent des chiffres 
nuls, 

5° La fixation sur le collagéne natif de polyosides utilisés en 
mélange se fait en général trés bien. Nous n’avons pas retrouvé 
ici de faits analogues a ceux observés avec le collagéne A (2). 
Nous n’avons jamais noté d’effet compétitif (qui se serait traduit, 
icl, par une augmentation relative de la solubilité du collagéne). 
Ce que nous avons vu plutdt, dans la majorilé des cas, c'est un 
effet d addition. 


Paisumi&. 


1° Des tendons de queue de rat légérement dissociés au préalable 
par traitement chimique gonflent quand, aprés avoir macéré dans 
une solution saline (CINa: 0,15 ou 0,427M; pH: 7) pendant 
ee -huit heures, ils sont placés dans un milieu acétique de 
pH 4,6. En méme temps, leur collagéne se dissout dans le milieu. 


2° les mémes tendons, en revanche, gonflent peu ou ne 
gonflent pas quand Ja macération a eu lieu en présence de muco- 
polysaccharides (héparine, acide chondroitine-sulfurique) ou de 
polyosides bactériens (endotoxine typhique, polyoside pneumo- 
coccique Cx, polyoside streptococcique C, polyoside  staphylo- 
coccique). Les auteurs, en établissant ce fait, estiment avoir 
démontré que ces différents corps employés isolément ont le pou- 
voir de se fixer sur le collagéne nalif. 

3° Les mémes corps, utilisés en mélange, gardent leur pouvoir 
de fixation sur le collagéne. Ils n’entrent pas en compétition ; 
leurs effets, au contraire, s’accumulent. Leur pouvoir de fixation 
est aussi respecté par le ClNa lorsque ce sel est présent dans le 
milieu. 

4° Utilisés selon le méme protocole, le polyoside pneumococ- 
cique SII, Vinuline, le glycogéne, enfin V’amidon soluble ne se 
fixent pas sur le collagéne natif. 
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SUMMARY 


1° Rat tail tendons, prepared by a chemical slightly disso- 
ciating treatment, swell when kept, for 48 hours, in salt solution 
(CINa : : 0,15 or 0,427 M; plI 7). In the same time, their collagen 
is dissolved in the medium. 

2° On the contrary, similarly prepared tendons swell slightly 
or do not swell at all when kept in a medium containing muco- 
polysaccharides (heparin, chondroitin-sulfuric acid) or hacterial 
polysaccharides (typhoid lipopolysaccharide, Cx pneumococcus 
polysaccharide, C streptococcus polysaccharide, staphylococcus 
polysaccharide). In presence of these facts, the authors think 
that these different substances, when used alone, are able to be 
fixed by native collagen. 

3° The same substances, when used in mixtures, are still able 
to be fixed by collagen. They do not compete ; on the contnary, 
their actions are cumulative. Their fixation capacity is also 
unaltered when ClNa is present in the medium. 

4° Used under the same experimental conditions, SIT pneumo- 
coccus polysaccharide, inulin, glycogen and soluble starch are 
not fixed by native collagen. 
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SYNTHESE DE PROTEINES « ANORMALES » 
CHEZ ESCHERICHIA COLI KI2 
CULTIVE EN PRESENCE DE L-VALINE (°) 


par Georges N. COHEN (**). 


(Institut Pasteur, Service de Biochimie Cellulaire) 


INTRODUCTION. 


C’est en 1946 que Tatum [414] observa que la croissance d’Esche- 
richia coli IW12 était inhibée par addition de L-valine au milieu 
synthétique de culture ; cette inhibition pouvait étre supprimée 
par lisoleucine. Umbarger et Mueller |45] trouverent que lanta- 
gonisme valine-isoleucine chez WK12 est du type compétitif. 
Rowley [43] observa enfin que la leucme est également un anta- 
goniste compétitif de la valine chez cette souche. 

L’existence d’un systéme qui concentre spécifiquement et réver- 
siblement la L-valine dans les cellules d’Escherichia coli a été 
démontrée. Ce systeme a été appelé valine-perméase [2]. La 
L-leucine et la L-isoleucine ont de l’affinité pour ce systéme ct 
déplacent la L-valine préalablement concentrée. Les rapports 
| -leucine/L-valine et L-isoleucine/L-valine, pour lesquels la valine 
est déplacée et pour lesquels la croissance est rétablie chez la 
souche IKX12, sont du méme ordre de grandeur. La compétition 
pour cette perméase suffit, 4 elle seule, 4 expliquer l’antagonisme 
entre valine d’une part, leucine ou isoleucine d’autre part. En 
revanche, et contrairement & ce que Von pouvait ¢tre tenté de 
supposer, cet antagonisme ne rend pas compte de Vinhibition de 
la croissance de la souche K12 par la valine. Dans le présent 
mémoire, sont exposés des résultats concernant les modalités de 
cette inhibition. 


(*) Ce travail a bénéficié de subventions de la Fondation Rockefeller 
de New-York, du Jane Coffin Childs Memorial Fund et du Commis- 
sariat A l’Energie Atomique. 

(**) Manuscrit recu le 26 septembre 1957. 
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ParRTIE EXPE RIMENTALE. 


Souches utilisées. — La souche sensible 4 la valine utilisée était 
la souche lysogéne K12V,. Des résultats essentiellement similaires 
sont oblenus avec K12V, non lysogéne. Un mutant p-galactosi- 
dase constitutif K12V,,, non lysogéne, a également été utilisé. 
Une souche résistante a la valine, K12V,, a été sélectionnée selon 
Manten et Rowley [4]. 


Isotopes radioactifs. — Le glucose radioactif (14,4 mc/mmole) 
uniformément marqué a été préparé par photosynthese par le 
Laboratoire des Isotopes de l'Institut Pasteur. La DL-valine 
radioactive (4-4’-“C ; 3 mc/mmole), la DL-phénylalanine radio- 
active (8-*C ; 3 mc/mmole) et la DL-méthionine radioactive (®S ; 
5 me/mmole) ont été synthétisées par M. Pichat du Laboratoire - 
des Molécules Marquées du Commissariat 4 l’Energie Atomique. 


Mesure de la croissance. — Les cultures sont effectuées en 
milieu 63 [2] agité a lair. La densité optique des cultures est 
déterminée a l’aide de lélectrophotométre de Meunier a 590 mu 
et le poids sec bactérien par millilitre de cullure est déterminé 
a Vaide d’un coefficient de correction déterminé expérimentale- 
ment. 


Fractionnement des cellules d’E. coli. — E. coli a été fractionné 
selon Roberts, Abelson, Cowie, Bolton et Britten [42], tout le 
fractionnement étant effectué dans le méme tube a4 centrifuger. 
Deux extractions a Vacide trichloracélique chaud a 5 p. 100 
extraient plus de 95 p. 100 de la radioactivité des acides 
nucléiques. La protéine résiduelle est redissoute dans une solu- 
tion aqueuse d’ammoniaque (NH,OH : 1; H,O: 2) avant étale- 
ment. Pour mesurer la radioactivité de la fraction acides 
nucléiques, on extrait l’acide trichloracélque a l’éther avant 
étalement. Les méthodes d’étalement et de comptage ont été pré- 
cédemment décrites [2]. 


Mesures de la respiration. — Méthode de Warburg. 


Mesure de la p-galactosidase. — Lactivité p-galactosidasique 
est déterminée par la vitesse d’hydrolyse de Vortho-nitrophényl- 
B-galactoside M/375 en tampon phosphate de sodium M/20 a 28° C, 
par des suspensions bactériennes toluénisées [7]. L’o-nitrophénol 
libéré est mesuré par absorption A 420 mu. 


Acide ribonucléique. — Méthode de Mejbaum a J’orcinol [5]. 


Principe des expériences. — Si l’on ensemence K12V, sur 
milieu synthétique en utilisant un inoculum de Vordre de 
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2.10° bactéries par millilitre, une concentration de 5.10—7M de 
L-valine suffit pour que l’on n’obtienne aucune croissance visible 
aprés dix-huit heures. Toutefois, si l’on ajoute la valine a une 
culture relativement dense (10%-2.10° bactéries/ml) en phase expo- 
nentielle de croissance, on observe une augmentation de la den- 
sité optique de la culture, cependant que les synthéses continuent 
pendant un temps considérable. L’expérience nous a montré que 


Sans valine 
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Fic. 1. — Croissance linéaire de K12V. en présence de valine. 
s 


les vitesses et la nature de ces syntheses sont fortement pertur- 
bées. C’est étude de ces synthéses anormales qui fait lobjet de 
ce travail. 


I. — DeEscRIPTION DU PHENOMENE. 


EFFET DE L’ADDITION DE L-VALINE SUR LA CROISSANCE DE K12V,. 
— L’addition de L-valine a une culture de K12V, en voie de 
croissance exponentielle transforme immédiatement l’allure de Ja 
croissance qui devient linéaire en fonction du temps (fig. 1). La 
linéarité de la croissance suggére qu’un ou plusieurs enzymes 
ne sont pas synthétisés sous une forme active ; ce ou ces enzymes 
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demeurent a la concentration & laquelle ils étaient au moment de 
Vaddition de la valine et imposent, par leur aclivité constante, 
la vitesse constante de la croissance. 


La croissance linéaire obéit & une équation : 
XL = Lp + Kt 


dans laquelle x est la masse bactérienne au temps f et x, est la 
masse bactérienne au moment de Vaddition de Ja valine. 


j L-valine 
/ 425x10°°M 
4s 
300 
L_va/line 
+ 25x105M 

g 
. / 
a) + 
250 + 
ny 
G 
& 
5 / 
YH 
= + 
S 
Q 
§ / 
ts 200 £_valine 
% 5x10°5 M 
y 
Hy 
S 
q 
S 

150 

ZZ 
‘i ee oe J 
SO 100 150 200 
Temps (mn) 
Fic. 2. — Croissance linéaire de K12V. en présence de concentrations variables 
de L-valine. — On a utilisé de la DL-valine radioactive. Les fléches représentent 


les points ot la moitié de la radioactivité exactement a été incorporée 


La pente k dépend peu de la concentration de la valine; la 
croissance linéaire se poursuit pratiquement & la méme vitesse 
tant quail reste de la L-valine dans le milieu de culture, puis la 
culture redevient exponentielle (fig. 2). Ce résultat a pu étre 
obtenu en utilisant de la DL-valine radioactive ; comme on le 
verra plus loin, quand la croissance redevient exponentielle, la 
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moitié exactement de la radioactivité a été incorporée dans les 
protéines et les synthéses normales reprennent. 

L’examen microscopique des hactéries K1l2V4 s’étant déve- 
loppées en présence de valine, montre que les bactéries sont 
beaucoup plus longues et plus larges que les bactéries normales. 
La numération des bactéries viables montre qu’au cours des syn- 
théses anormales dues & la présence de valine exogéne, il n’y a 
pas de divisions et que le nombre de bactéries reste constant 
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Fic. 3. — Croissances comparées de K12V. et KI2V, en présence de valine. — 


L-valine : 5,10—5 M. 


‘La figure 3 montre la croissance exponentielle normale de la 
souche résistante K12V, en présence de valine. 


EFFET DE L’ADDITION DE L-VALINE SUR LA RESPIRATION DES 
cuttures DE. coli K12V,. — Alors que la consommation d’oxy- 
génes des cultures d’F. colt K12V, en miliew synthétique, sans 
addition, s’accroit exponentiellement en fonction du temps, en 
présence de L-valine, la consommation doxygene s’accroit linéai- 
rement, ce qui indique l’arrét de la synthése d’au moins un cons- 
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lituant du systéme respiratoire. Le facteur dont la synthése est 
arrétée devient limitant et ce fait pourrait suffire a lui seul 
i expliquer que la croissance demeure linéaire. La figure 4 
montre la respiration d’E. coli K12V, croissant sur maltose, en 
présence et en absence de L-valine. 


ErFET DE L’ADDITION DE L-VALINE SUR L’ADAPTABILITE D’E. colt 
K12V, 4 pivers sucres. — La figure 5 montre l’effet de Vaddi- 
tion de L-valine sur la respiration de K12V, en présence de 
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Fic. 4. — Respiration dE. coli K12V_ en présence et en absence de valine. — 


Volume total : 2,0 ml. Substrat : maltose a 1 p- 1000. Puits central : 0,1 ml KOH 
a 30 p. 100. Culture initiale : 113 pg poids sec/ml. Température : 37° C. 


xylose ou de lactose quand la croissance préalable a eu lieu sur 
maltose. 

Des figures absolument analogues sont oblenues pour la res- 
pivation : 

a) Sur maltose et sur xvlose quand la croissance préalable 
a eu heu sur lactose, ou 

b) Sur maliose et sur lactose quand la croissance préalable 
a eu heu sur xylose. 

Dans tous les cas, en l’absence de valine aprés un temps de 
latence représentant le temps nécessaire 4 la synthése des sys- 
lemes enzymatiques adéquats, la consommation d’oxygéene devient 
exponentielle ; en présence de L-valine, la consommation d’oxy- 
gene est soit nulle, soit trés faible et linéaire, auquel cas elle 
est vraisemblablement due & une faible quantité d’enzymes « de 
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base » présents dans les cellules non induites avant J’addition 
de valine. 


EFFET DE L’ADDITION DE L-VALINE SUR LA SYNTHESE INDUITE ET SUR 
LA SYNTHESE CONSTITUTIVE DE B-GALACTOSIDASE PAR E. coli K12V, 
— $i une minute aprés l’addition de DL-valine radioactive a une 
culture de K12V,, on ajoute un inducteur de la p-galactosidase, 
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Fie. 0. — Inhibilion par la valine de l’adaptation de K12V, a utiliser le Jactose 
et le xylose. — Les bactéries sont pré-cultivées sur maltose, épuisées par agitation 


sans source de carbone, puis mises a respirer sur xylose ou lactose, avec 

ou sans saline. Volume total: 2,0 ml. Substrats: lactose ou xylose 4 1 p. 1 000. 

L-yaline : 5 10—4 M. Puits central : 0,1 ml KOH a 30 p. 100. Culture initiale : 87 ng 
poids sec/ml. Température : 37° C. 


le thiométhyl-p-galactoside, on s’apergoit que tant que toute la 
L-valine du milieu n’a pas été incorporée, il ne se forme pas de 
B-galactosidase (tableau I), alors que chez les bactéries croissant 
en labsence de valine, Ja synthése de p-galactosidase commence 
immédiatement. Des que la L-valine a été totalement consommée 
et en méme temps que la croissance redevient exponentielle, la 
synthése de p-galactosidase reprend normalement (fig. 6). 


Tanceau I, — Effet de la L-valine sur la synthése induite de B-galacto- 
sidase chez Ki2V, et K12V. et sur la synthése constitutive 


de cet enzyme, chez K12S, (valine-sensible). 
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La L-valine 10—3M est ajoutée a des cultures en phase exponentielle. Une 
minute apres, on ajoute du thiométhyl-@-D-galactoside 5.10—4M. On n’ajoute pas 
dinducteur a la culture de bactéries constitutives. 
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Vic. 6. — Incorporation de valine radioactive par K12V.. — Les fléches indiquent 

Vutilisation de la moitié exactement de la valine radioactive et correspondent a 

la reprise de la croissance exponentielle et au début de la synthése de la B-galacto- 

sidase. On a ajouté TMG5 x 10-4M une minute aprés Ja valine. DL-valine : 
917 impulsions/mn/jg. 


SYNTHESE DE PROTEINES ANORMALES PAR E. COLI 23 


Si Von ajoute la valine 4 une culture de K12V. déja induite, 
la synthése s’arréte immédiatement. L’addition de valine A une 
culture d’un mutant galactosidase-constitutif de KIZVexK12S3 
arréte aussi instantanément la synthése constitutive de B-galac- 
sidase (tableau I). : 
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Fic. 7. — Inhibition par la valine de Vadaptation de K12V.. a croitre sur lactose. — 


Une culture de K1I2V, sur maltose, en phase exponentielle, est centrifugée, lavée, 


diluée et agitée sans source de carbone pour épuiser les réserves carbonées, pendant 

soixante minutes. On ensemence alors avec cette culture deux fioles contenant du 

milieu 63 additionné de lactose 4 2 p. 1000, Yume sans autre addition, l’autre 

contenant de la L-valine 10—5 M. Aprés un temps de latence, la culture 

témoin croit sur lactose. Cette adaptation est inhibée par la valine. Croissance en 
coordonnées logarithmiques. 


Il est clair que Vaddition de valine interfere directement avec 
la synthése de la f-galactosidase et qu'il ne s’agit pas uniquement 
dune inhibition de Ja synthése de la galactoside-perméase {41}, 
responsable de ja concentration intracellulaire de Vinducteur, 
puisque la synthése de la f-galactosidase est inhibée aussi chez 
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les bactéries constitutives et chez les bactéries inductibles déja 
induites. 


EFFET DE L’ADDITION DE L-VALINE SUR LA CROISSANCE DE K12V, 
EN Lactose. — De tout ce qui précéde, il ressort qu’en présence 
de valine, K12V, ne synthétise plus de protéines normales ct 
d’enzymes actifs, mais synthétise des matériaux cellulaires diffé- 
rents de ceux des bactéries nermales. 


On sait qu’une culture d’E. coli, cullivée sur maltose, puis 
centrifugée et lavée, voit sa croissance reprendre si on la cultive 
sur lactose, aprés un temps de latence nécessaire a la synthése 
induite de la p-galactosidase ; si l'on soumet K12V, a ce test, la 
culture provenant de maltose et transférée sur lactose en pré- 
sence de valine ne synthétise ni protéines normales, ni matériel 
anormal. En effet, les protéines normales ou anormales ne 
peuvent se synthéliser qu’aux dépens du lactose et pour utiliser 
ce lactose, il faut de la B-galactosidase que les bactéries ne 
peuvent pas synthétiser en présence de valine. 


La figure 7 montre qu’alors que K12V, s’adapte parfaitement 
au lactose en absence de valine, on n’obtient aucune augmenta- 
tion de la densité optique des cullures en présence de L-valine 
10—* M, méme aprés plus de sept heures. 


IJ. — La syNTHESE DES CONSTITUANTS CELLULAIRES 
EN PRESENCE DE VALINE. 


Les travaux de Roberts et coll. [42] ont montré que les amino- 
acides exogénes ajoutés & une culture d’Escherichia coli en voie 
de croissance sur un milieu simple s’incorporent aux protéines 
cellulaires, en proportion de leur accroissement, aux licu et 
place de l’aminoacide endogéne correspondant synthétisé par les 
cellules elles-mémes a partir du glucose et des sels d’ammonium 
contenus dans le milieu. Dans certains cas, l’addition d’un 
aminoacide exogéne se traduit en outre par un arrét de la syn- 
thése de V’acide aminé endogéne. Dans le cas de la valine, la 
synthése de l’acide aminé endogéne n’est pas arrétée. Il y a, en 
fait, échange et mélange de la valine exogéne et de l’endogéene 
(Roberts et coll.). Il semble qu’il en soit de méme dans le cas 
de la phénylalanine. 


Quoi qu’il en soil, du moment qu’il y a mélange et que la 
quantité totale d’aminoacide exogene est grande par rapport a ta 
quanlité d’aminoacide endogéne, on peut négliger l’aminoacide 
endogéne, et admettre que la pente p de la droite obtenue en 
exprimant l’accroissement d’aminoacide exogéne incorporé en 
fonction de l’accroissement de la masse totale des cellules, donne 
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une mesure de la teneur en cet aminoacide des protéines synthé- 
tisées a parlir du moment de l’addition. ‘ 

Nous avons mis en ceuvre ces principes de « compétition iso- 
topique » dans les expériences qui suivent. 


ANALYSE DES CONSTITUANTS DE K12V, ET pe K12V, cuLtivés EN 
PRESENCE DE VALINE. — Dans deux fioles séparées, on fait croitre 
K12V, en présence de glucose radioactif et de valine non radio- 


Tasreav Il. — Répartition de la radioactivité provenant du glucose 
et de la valine au cours de la croissance de K12vV, et K1i2v 
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Volume de la culture: 30 ml. Composition des fioles : 
K12V_: A. DL-valine radioactive 2.10-—*M et glucose a 2 p. 1000; 
B. DL-valine 2.10—4M et glucose radioactif 4 2 p. 1 000. 
K12V_: C. DL-valine radioactive 2.10—*M et glucose 4 2 p. 1000; 
D. DL-valine radioactive et glucose radioactif a 2 p. 1000. 
Cultures initiales: 126 pg de poids sec par ml. La valine et le glucose sont 
ajoutés simultanément. On laisse les cultures de KI2V, et K12V., effectucr 
respectivement un accroissement de masse de 2,4 fois et 155 stoise On détermine 
alors sur une partie aliquote la radioactivité totale des bactéries lavées et portées a 
l’ébullition ; d’autre part on fractionne 20 ml selon Roberts et coll. [42]. On n’a 
porté ici que les résultats correspondant a la fraction « protéine » et a la fraction 
« acides nucléiques ». Les résultats sont donnés en sg de carbone (provenant de 
la valine ou du glucose) incorporés par 100 wg de poids sec bactérien nouvellement 
synthétisés. Radioactivités spécifiques : valine 552 impulsions/minute/ig C. 
Glucose’: 9,8 impulsions/minute/pyg C. 
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active d’une part, de glucose non radioactif et de valine radio- 
active d’autre part. On fait également la méme expérience avec 
K12V,. L’expérience est effectuée pendant un laps de temps qui 
correspond a une multiplication de la masse bactérienne par un 
facteur 2,4 dans le cas de K12V, et 1,5 dans le cas de K12V,. 
Les bactéries sont alors centrifugées, lavées et fractionnées selon 
Roberts et coll. {42]. Le tableau II résume les résultats obtenus 
(pour plus de simplicité, on a groupé les fractions protéine 
alcoolo-soluble et résiduelle). 

Ces résultats montrent les perturbations profondes de la bio- 
synthése des principaux constituants cellulaires chez K12V, crois- 
sant en présence de valine. 

On voit que par unité de masse synthétisée depuis l’addition 
de la valine (mesurée par l’incorporation de carbone du glucose), 
il se forme chez Ki2V, 60 p. 100 seulement de la quantité nor- 
male de protéines ; il se forme deux fois plus d’acides nucléiques 
que dans les bactéries non sensibles et en conséquence, le rap- 
port acides nucléiques/protéines de la masse néo-formée est mul- 
tiplié par 3. Les protéines formées chez K12V, en présence de 
valine ont une teneur moyenne en carbone dérivé de la valine 
1,25 fois plus élevée que la teneur moyenne des proléines nor- 
males d’E. coli (on sait que le carbone de la valine exogéne 
ajoutée se retrouve dans la valine et dans la leucine des pro- 
léines). Cette augmentation semble étre significative; en effet, 
on la retrouve dans trois expériences différentes, avec des rap- 
ports « valine » des protéines de K12V,/ « valine » des protéines 
de KV2N gc 12 aes ed? 

Le méme type d’expérience permet de mettre en évidence le 
fait que la composition des protéines synthétisées en présence de 
valine, est anormale également en ce qui concerne les acides 
aminés autres que la valine elle-méme, méthionine par exemple. 

On prépare quatre fioles contenant respectivement : 

a) Du glucose non marqué et de la méthionine radioactive : 

b) Du glucose radioactif et de la méthionine non marquée : 

c) Comme (a), mais en présence de valine non marquée ; 

d) Comme (b), mais en présence de valine non marquée. 


Les rapports a/b et c/d des incorporations dans ia fraction 
insoluble dans lacide trichloracétique chaud donnent la teneur 
moyenne en méthionine des protéines synthélisées en présence et 
en absence de valine par K12V,. On trouve que cette teneur n’est 
que 75 p. 100 de celle des protéines des bactéries cultivées en 
‘absence de valine. 

Ces résultats montrent done qu’en présence de valine, les syn- 
theses protéiques effectuées par K12V, sont perturbées tant au 
point de vue quantitatif qu’au point de vue qualitatif. 
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_ [Aux DIFFERENTIELS DE SYNTHESE DE L’ACIDE RIBONUCLEIOQUE PAR 
K12V, er K12V, EN ABSENCE OU EN PRESENCE DE vaLINE. — Nous 
avons vu, dans une expérience précédente, que la masse cellu- 
laire synthétisée en présence de valine par K12V, contient une 
proportion beaucoup plus élevée d’acides nucléiques par rapport 
aux protéines que dans le cas normal. 


e sans valine 
Ki2 VR 
+ avec valine 


Ww 
(=) 


© sans valine 
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i] 
(=) 


Ribose dacide nucléigue: pg/ml 
S) 
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Fic. $8. — Accroissement de lacide ribonucléique en fonction de l’accroissement 
de la masse bactérienne, chez K12V_ et K12V ., en absence et en présence de 
valine. — K12V_: DL-valine 10M ; K12V, : DL-valine 5,10—*M. Des portions 
aliquotes de 4,5 ml de culture sont prélevyées au cours de la croissance; on 
précipite par addition de 0,5 ml d’acide trichloracétique 4 50 p. 100, on lave deux 
fois a Vacide trichloracétique froid, on extrait le précipité par 2 ml d’acide 
trichloracétique & 5 p. 100 a 100°C pendant trente minutes. On dose le ribose 
dans le surnageant par la méthode de Mejbaum ({5]. 


La figure 8 montre les taux différentiels de synthése de ?ARN 
par K12V, et K12V, en présence et en absence de valine. On voit 
que K12V, synthétise, en valeur relative, deux fois plus d’ARN 
en présence qu’en absence de valine. 


Discussion. 


Les observations rapportées dans le présent travail ont des consé- 
quences pour l’interprétation du mode d’action des analogues 
(’aminoacides ; d’autre part, elles ouvrent des perspectives sur 
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des études ultérieures portant sur les rapports entre les modifi- 
cations de structure que l’on peut introduire artificiellement dans 
les protéines et leurs activités biologiques spécifiques, enzyma- 
liques, hormonales ou immunologiques. 

Envisageons le mode d’action des antimétabolites du type ana- 
logue d’aminoacide. La méthode par laquelle ces substances 
étaient essayées consistait généralement a ajouter l’analogue au 
milieu de culture, & ensemencer faiblement et a vérifier aprés 
dix-huit 4 vingt-quatre heures la présence ou l’absence de culture. 
On déduisait de l’absence de culture que la substance essayée 
inhibait les synthéses et la croissance. Si on trouvait une relation 
compétitive entre l’antagoniste et l’aminoacide naturel, on en 
déduisait que l’antagoniste inhibait le fonctionnement d'un sys- 
téme enzymatique responsable du métabolisme de laminoacide 
en question. 

Cette interprétation est éminemment sujelle 4 caution, car il 
a été démontré dans un certain nombre de cas (antagonismes 5- 
hydroxy-o-amino-valérianate-homosérine, valine-leucine-isoleucine, 
norleucine-méthionine, p-fluoro-phénylalanine-phénylalanine) que 
la compétition a leu au niveau de perméases spécifiques, res- 
ponsables de la mise en contact effective du milieu extérieur 
avec le milieu bactérien [4]. Toutefois, si les propriétés des per- 
méases expliquent comment le métabolite naturel annule l effet 
de l’antagoniste, elles laissent entier le probleme du mode d’action 
de l’antagoniste lui-méme. 


Dans les expériences qui ont été décrites dans ce mémoire, 
l’antagoniste est un aminoacide naturel, la valine. Son addition 
a la souche sensible provoque une croissance linéaire en fonc- 
tion du temps. ‘Les bactéries ne se divisent plus, leur taux de 
croissance diminue constamment puisque la vitesse d’accrois- 
sement reste constante. L’accroissement cesse aprés que les bac- 
ieries ont effectué environ un triplement & un quadruplement de 
masse. 


Dans les expériences de type classique ot on n’ensemence que 
10° cellules environ, un quadruplement de masse ne se traduit 
pas par une culture visible et on en déduit que la « croissance » 
a été inhibée, ce qui est faux, si par croissance on entend syn- 
theses et accroissement de masse. En fait, la multiplication est 
inhibée parce que l’antagoniste est incorporé dans les proléines 
a la place de l’aminoacide naturel, et qu’il en résulte la syn- 
thése de protéines « anormales » par leur structure et parfois 
par leur activité; il suffit qu’un seul enzyme essentiel cesse 
d’étre synthétisé sous forme active, pour que la réaction qu il 
controle devienne limitante, ce qui se traduit par une croissance 
linéaire [6]. 
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De telles incorporations et de telles syntheses anormales ont 
lieu chez E. coli, se développant en présence de p-fluoro-phényl- 
alanine, de -2-thiénylalanine, de norleucine [8, 9}. Les amino- 
acides remplacés par les analogues sont respectivement la tyro- 
sine, la phénylalanine et la méthionine comme l’ont montré des 
expériences de compétition en présence de glucose ou de sulfate 
radioactifs [8, 9]. Dans le cas de la valine d’ E. coli K12, la valine 
se comporte aussi comme un analogue structural ; cette souche 
particuliére, et elle seule parmi 356 souches essayées [13], est 
sensible 4 cet aminoacide naturel. Le fait que les protéines for- 
mées en présence de valine par ces organismes contiennent plus 
de valine que les protéines normales suggére que la valine 
exogene sincorpore a la place d’autres aminoacides dans les 
protéines dott il résulterait une synthése de protéines « anor- 
males ». D’autre part, trés souvent avec des analogues d’amino- 
acides, le rapport des acides nucléiques aux protéines syn- 
thétisées est profondément perturbé, soit augmenté (5-méthyl- 
tryptophane, valine-K12), soit diminué (éthionine, p-fluorophényl- 
alanine), ce qui indique qu’outre la synthése de protéines 
« anormales », les analogues introduisent des déséquilibres 
importants entre les divers constituants cellulaires. Certains de ces 
effets doivent ¢tre sans doute rapprochés du fait, découvert indé- 
pendamment par Gros et Gros [8] et par Pardee [10], que les 
aminoacides libres sont nécessaires 4 la synthése de ARN par 
ies bactéries intacles. 

Le probleme de la mise en place des aminoacides dans les 
séquences peplidiques des protéines est l'un de ceux sur lesquels 
se concentre aujourd’hui lattention des biologistes. On s’est 
demandé, 4 plusieurs reprises, si la spécificité du choix de chaque 
aminoacide est absolue, si des erreurs ne pouvaient pas se pro- 
duire. L’anomalie d’Escherichia coli K12 semble précisément 
consister en ce que la discrimination entre un acide aminé 
normal, la valine, et d’autres aminoacides normaux y est insuf- 
fisante, de sorte que de fréquentes erreurs se produisent. 

Cette interprétation, cependant, suppose que les protéines for- 
mées par l incorporation « erronée » de valine présentent la 
méme structure générale que les protéines normales. 'L’étude 
immunochimique des protéines anormales devrait permettre de 
confirmer ou d’infirmer cette hypothese. 


R&SsUME. 


L’effet inhibiteur de la valine sur la multiplication d’E. coli K12 
est da a une altération de la synthése des protéines. En présence 
de valine, les protéines formées apparaissent dépourvues d’acti- 
vités enzymatiques. Les organismes deviennent notamment inca- 
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pables de synthétiser, sous forme active, la B-galactosidase. Les 
protéines formées en présence de valine contiennent un exces 


de cet aminoacide. 
SUMMARY 


SYNTHESIS OF © ABNORMAL ») PROTEINS IN FE. coli K12 GrowinG 
IN PRESENCE OF L-VALINE. 


The inhibitory effect of valine on multiplication of FE. colt Ki2 
is due to an alteration of protein synthesis. The proteins syn- 
thesized in the presence of valine appear to be devoid of enzy- 
matic activity. The enzyme f-galactosidase in particular is not 
synthesized in an active form in the presence of valine. The 
proteins synthesized in presence of valine contain an excess of 
this aminoacid. 
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ANTICORPS NORMAUX ET POUVOIR LIPO-FLOCULANT 
par André GOVAERTS (*). 


(Institut Pasteur de Bruzelles). 


On sait que les immunsérums anti-globulaires peuvent floculer 
des lipides extraits de globules qui leur correspondent ou de 
cellules antigéniquement apparentées a ceux-ci. Ces lipides, 
représentant la fraction insoluble dans l’acétone et soluble dans 
alcool, se comportent comme des hapténes: incapables, lors- 
qu’on les injecte isolément, de susciter l’apparition des anticorps 
correspondants, ils sont spécifiquement floculés par les immun- 
sérums dirigés contre le matériel brut dont ils proviennent. 

Les premiéres études & ce sujet avaient trait A l’antigéne de 
Forssman : le sérum de lapin immunisé contre les globules de 
mouton flocule les lipides extraits du rein de cobaye. 

Landsteiner et Van der Scheer [4] ont observé la flocula- 
tion par des immunsérums de lapin anti-globules rouges, 
des lipides extraits de ces globules. Bordet et Renaux [2] ont 
reconnu que les lipides globulaires ne sont floculés que par les 
sérums hémolytiques obtenus par l’injection de globules de méme 
provenance animale ; leur floculation obéit done a la spécificité 
zoologique : ils sont marqués du cachet de l’espéce, au méme 
titre que les globules dont ils proviennent. Cette spécificité zoolo- 
logique affecte en particulier le cytozyme, comme J. Bordet, 
E. Renaux et P. Bordet [3] l’ont montré. 

Etudiant la floculation des lipides globulaires de cobaye par 
les immunsérums de lapin, M™ Proca [4] a signalé que l’appa- 
rition du pouvoir lipo-floculant était liée & Vintroduction du 
matériel antigénique par la voie intraveineuse ou intrapéritonéale : 
bien qu’énergiquement agglutinant et hémolytique, le sérum de 
lapins immunisés par la voie sous-cutanée ne flocule pas les 
lipides extraits des globules correspondants. Selon cet auteur, 
le sérum obtenu par immunisation intraveineuse conserve son 
pouvoir hémagglutinant aprés contact avec les lipides globulaires, 
mais il perd dans ces conditions une grande partie de son pou- 
voir hémolytique. Cette intéressante observation de M™°* Proca 
semble indiquer que les divers organes susceptibles d’intervenir 


(*) Manuscrit recu le 1% septembre 1957. 
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dans l’élaboration des anticorps ne sont pas tous aptes a pro- 
duire l’anticorps lipofloculant : peut-étre celui-ci n’est-il formé 
que dans la rate, dont le réle est prédominant lorsque l’antigene 
est introduit par la voie intraveineuse, tandis que les anligénes 
injectés sous la peau sollicitent particuliérement les ganglions 
lymphatiques régionaux. 

Ces travaux ont trait a Vaction d’anticorps antglobulaires 
obtenus a la faveur d’une immunisation. I] nous a paru intéres- 
sant d’étudier le comportement, & ce point de vue, d’anticorps 
normaux actifs sur des globules d’espéce élrangére. En effet, 
l’origine de ces anticorps normaux antiglobulaires demeure mys- 
térieuse : en particulier on ne sait encore s ils sont réellement 
normaux, apparaissant indépendamment de toute  sollicitation 
antigénique extérieure, ou sil s’agit en réalité d’anticorps 
apparus a la faveur d’une immunisation inapparente. Aussi 
semble-t-il utile de comparer atlentivement les propriétés de ces 
anticorps a celles des anticorps provoqués par immunisation. 
Notre étude a porté sur un exemple classique de pouvoir hémag- 
glutinant normal: celui, trés énergique, dont le sérum de poule 
est doué a l’égard des globules de lapin (J. Bordet). Ce choix 
semble d’autant plus indiqué que, comme Wagner l’a montré 
récemment, ce pouvoir apparait normalement chez le poussin 
élevé asepliquement, dont le sérum est complétement dépourvu 
des anticorps antibactériens présents chez le poussin a Vétat 
normal. On ne peut par conséquent attribuer Vapparition de cet 
anticorps hémagglutinant 4 l’intervention d’un antigéne qui serait 
commun aux globules de lapin et a des bactéries de la flore diges- 
live du poussin. Cet anticorps est donc, soit 4 proprement parler 
normal, soit le produit d’une stimulation par des antligénes 
dorigine alimentaire. 

Nous avons étudié comparativement le comportement, a l’égard 
de lipides extraits des globules de lapin, du sérum de poule nor- 
male et de poule immunisée artificiellement contre ces globules. 
Le sérum normal flocule-t-il les lipides globulaires ? Dans l’affir- 
mative, cette floculation est-elle spécifique ? L’immunsérum pré- 


sente-t-il des propriétés qualitativement différentes de celles du 
sérum normal ? 


On extrait les lipides des stromas globulaires selon ja technique 
utilisée par Bordet et Renaux [2], légérement modifiée. Des globules 
rouges de lapin lavés trois fois en solution physiologique sont centri- 
fugés puis laqués par l’adjonction au culot d’un volume double d’eau 
distillée. Aprés barbotage de gaz carbonique destiné A précipiter les 
stromas, le liquide est centrifugé trente minutes 4 15 000 tours/minute. 
Le culot de stromas, débarrassé du liquide surnageant et lavé en solu- 
tion physiologique, est additionné d’acétone et le mélange est aban- 
donné trois & quatre jours 4 la température ordinaire. On sépare alors 
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les stromas ainsi trailés, on les desstche, puis les broie finement, et 
la poudre obtenue est maintenue au contact d2alcool ordinaire pendant 
sept jours. Au bout de ce temps, |’extrait alcoolique est centrifugé, 
évaporé a siccité et le résidu est repris par le chloroforme. La solu- 
tion chloroformique est immédiatement filtrée, évaporée et le résidu 
repris par l’alcool absolu. Une telle solution, limpide, dans l’alcool 
absolu, de lipides acétono-insolubles et alcoolo-solubles peut étre 
conservée trés longtemps. Au moment de l’emploi, un volume adéquat 
d’extrait alcoolique est évaporé et l’on délaie le résidu dans l'eau 
distillée. La suspension trouble ainsi obtenue est alors additionnée de 
6 p. 1000 de chlorure de sodium et prend, de ce fait, un aspect 
laiteux. Ainsi préparée, elle est préte A étre utilisée, mais ne se 
conserve intacte que quelques heures. On s’efforce, d’une préparation 
a Vautre, d’obtenir des suspensions d’opacité semblable. 

Nous avons utilisé le sérum de 15 poules normales et de 8 poules 
immunisées contre les globules rouges de lapin. 

L’immunisation a été pratiquée par cinq injections intrapéritonéales, 
i trois jours d’intervalle, de 5 cm* de suspension de globules rouges 
de lapin a 50 p. 100 en solution physiologique. Les animaux sont 
saignés douze jours aprés la derniére injection. 

Les saignées, partielles, sont faites, aprés dénudation de la veine, 
soit A Ja jugulaire, soit 4 la veine humérale. On soustrait, A la seringue, 
20 & 30 cm? de sang; la veine ponctionnée est ensuite liée. Aprés 
coagulation, le sérum obtenu est centrifugé et chauffé trente minutes 
a 56°. 

Les sérums normaux sont référés sous la rubrique N et numé- 
rotés de 1 a 15. Les 8 immunsérums proviennent d’animaux dont 
le sérum normal a été conservé et qui ont été ultérieurement 
immunisés : ils sont numérotés I 5, I 8 et I 10 a I 15, et corres- 
pondent aux sérums normaux porteurs des mémes numéros. 

Nous avons tout d’abord déterminé comparativement l’inten- 
sité du pouvoir agglutinant de ces sérums vis-a-vis des globules 
de lapin. 

A XX gouttes de suspension de globules rouges de_ lapin 
i 1 p. 100 en solution physiologique on ajoute I goutte de chacun 
des sérums progressivement dilués. Aprés un séjour de trente 
minutes 4 37°, on observe les agglutinations suivantes [classées 
suivant leur intensité, en cing groupes échelonnés de +++ a0; 
le premier représente une agglutination massive, en paquets 
(V. tableau I)]. 

Ainsi que le montre le tableau I, si tous les sérums de poule 
agelutinent la suspension globulaire de lapin, le pouvoir agglu- 
tinant est cependant inégal d’un sérum a l’autre. Le taux lmite 
se situe fréquemment a 1/40 ou 1/80, mais les sérums N 7, N 11, 
N 18, N 14 et N 15 se distinguent par la médiocrité de leur pou- 
voir agglutinant, dont le litre ne d*‘passe pas 1/20. Ce n’est que 
pour des concentrations sériques relativement élevées (4 partir de 
II gouttes pour XX gouttes de suspension globulaire a 1 p. 100) 
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que Vagglutination observée apparait d’intensilé comparable 
pour les divers sérums. 

L’immunisation artificielle accroit de fagon appréciable Je 
pouvoir hémagglutinant, sans que toutefois le titre agglutinant 
de Vimmunsérum dépasse le quintuple de celui du sérum normal 
correspondant ; le plus souvent, il n’est guére que doublé. Les 
immuns¢rums les moins aclifs proviennent d’animaux dont le 
titre, avant immunisation, était particuli¢rement faible (Cf. I 11 
et N 11, I 13 et N 13, 1 15 et N 15); on remarque méme que chez 
Vanimal 15 le taux des hémagglutinines naturelles, trés bas, n’a 
guere été modifié par immunisation. 


TasLeau I, Tasieau II. 
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Parallélement, on explore l’aptitude des 23 sérums 4 floculer 
la suspension de lipides. Des quantités décroissantes des divers 
sérums sont mélangées 4 des quanlités croissanies de suspension 
lipidique de telle sorte que le volume total soit toujours de 
X gouttes. On fait la lecture aprés plusieurs heures de séjour 
a la température ordinaire ou a 4° (ordinairement le lendemain 
matin). 

Le tableau II indique les résultats obtenus. 
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On voit qu’a concentra'ion élevée tous les sérums normaux 
(saul N 5) et immuns floculent les lipides. Si l'on diminue la 
proportion de sérum en jeu, certains sérums normaux perdent 
rapidement leur pouvoir floculant, d’autres le conservent plus 
longtemps. L’immunisation arlificielle accroit netlement Vinten- 
sité du pouvoir flocuiant. Remarquons a ce propos qu'un exces 
d’anticorps peut nuire a la floculation par les immunsérums ; ce 
phénoméne de la dissémination des lipides par une concentration 
excessive d’immuns.rum trés floculant avait déja élé rapporté 
par Bordet et Renaux a propos des lipides de chévre [2]. Par 
ailleurs, des essais analogues mettant en jeu des lipides extraits 
de globu'es de chévre, n’ont décelé, chez aucun des sérums, de 
pouvoir floculant a l’égard de ces lipides. 


On concoit qu’une comparaison quantitative entre l’activité 
hémagglutinante et le pouvoir lipofloculant de ces sérums, tels 
qu’i's apparaissent dans les deux tableaux ci-dessus, soit 
malaisée. Le seul moyen d’apprécier le réle joué par les lipides 
globulaires dans l’hémagelutination consiste & rechercher dans 
quelle mesure le trailement des sérums par un excés de lipides 
affecte leur pouvoir hémagglutinant. 


A III gouttes de chacun des sérums, on ajoute VII gouttes 
d’une suspension fraiche de lipides, de fagon a faire intervenir 
ceux-ci en excés. Celte proportion de lipides est en effet supé- 
rieure, pour chacun des sérums (ainsi que le montre le tableau IJ), 
a celle’ qui donne leu A la floculation maxima. Apres douze 
heures a 4°, les mélanges sont centrifugés et les liquides surna- 
geants recoivent chacun X gouttes de suspension lipidique, de 
fagon & soumettre les scrums 4 une seconde adsorption par les 
lipides. Au terme du méme déiai a 4°, les liquides sont recen- 
trifugés et on ajoute au liquide surnageant, dont le volume corres- 
pond a peu pres 4 XX gouttes, I goutte de suspension de globules 
rouges de lapin 4 20 p. 100. Les ‘tubes sont laissés trente minutes 
a 37°. Parallélement et simultanément a cette série, on en fait 
une seconde, utilisant, au lieu des lipides globulaires de lapin, 
les lipides globulaires de chévre, lesquels ne sont pas floculables 
par le sérum de poule. Cette deuxiéme série sert de témoin a la 
premiere, tandis que, dans chacune d’e'les, un tube contenant 
du sérum de lapin sert de témoin a ceux contenant du sérum de 
poule. On constate que tous les sérums de poule traités par des 
lipides de chévre conservent intacte la propriété d’agglutiner 
énergiquement les globules rouges de lapin. Par contre, aucun 
des sérums traités par des lipides de lapin n’agglutine plus les 
globules de cet animal. Le comportement des s¢rums normaux 
et immuns a cet égard est donc identique : le contact avec les 
lipides extraits des globules de lapin prive le sérum, méme si 
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celui-ci (tel le sérum N 5) n’a pas floculé visiblement les lipides 
adsorbants, du pouvoir d’agglutiner les globules de Japin. 


Par ailleurs, il va sans dire que les sérums de poule perdent 
la propriété de floculer les lipides globulaires de lapin lorsqu’ils 
ont élé préalablement trailés par un excés de globules de lapin 
et séparés de Vagglutinat par centrifugation. 

Nous avons enfin recherché si la propriété d’étre floculés par 
les sérums agglutinants appartenait essentiellement aux lipides 
acétono-insolubles et alcoolo-solubles ot s’étendait a d'autres 
extraits globulaires. 

Dans ce but nous traitons des stromas globulaires séparés selon 
la technique précédemment décrite [2], par 3 volumes d’éther 
et 2 volumes d’eau distillée [5]. Aprés agitation vive et centrifu- 
gation, on recueille 2 couches liquidiennes auxquelles sont 
adjoints, dans une ampoule a. décantation, 3 volumes d’acétone 
(soit une quantité égale a celle de |’éther utilisé) et 1 volume de 
NaCl a 18 p. 100. Il se forme un précipité ; on recueille la phase 
éthéro-acétonique limpide, et celle-ci est évaporée, reprise par 
le chloroforme, purifiée par l’acétone, puis redissoute dans l’eau 
disti!lée. Une telle solution, limpide, de lipides acétono-solubles 
est censée contenir des glycérides, cérides, stérides, acides gras 
et substances lipoidiques. Elle est utilisée vis-a-vis des divers 
sérums, parallélement aux lipides acétono-insolubles et donne 
des résultats strictement superposables a ceux obtenus avec de 
tels lipides. ' 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


Le sérum normal de poule, doué d’un pouvoir agelutinant 
énergique a l’égard des globules de lapin, flocule spécifiquement 
les lipides, tant acétono-solubles qu’acétono-insolubles extraits 
de ces globules. 

L’immunisation artificielle accroit dans une cerlaine mesure 
a la fois le pouvoir hémagglutinant et le pouvoir lipido-floculant 
du sérum. 

Qu'il s’agisse de sérum normal ou d’immunsérum, le contact 
préalable avec un excés de lipides globulaires prive le sérum de 
son pouvoir hémagglutinant : ce dernier est donc lié a V’inter- 
vention d’anticorps actifs sur les lipides globulaires. 


L’immunisation contre les globules de lapin ne semble conférer 
au sérum de poule aucune propriété nouvelle, qualitativement 
distincte des propriétés préexistantes : autrement dit, les anti- 
corps développés par immunisation active de la poule contre les 
globules de lapin ne paraissent pas différer des anticorps nor- 
maux correspondant a ces globules. 
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SUMMARY 


NORMAL ANTIBODIES AND LIPO-FLOCCULATING CAPACITY. 


Normal chicken serum possesses a strong agglutinating capa- 
city towards rabbit erythrocytes and also specifically flocculates 
the lipids (acetono-soluble and acetono-insoluble lipids) extracted 
from these erythrocytes. 

Experimental immunization increases to a cerlain degree both 
haemagglutinating and flocculating capacities of the serum. 

Normal and immune sera previously put in presence of an 
excess or erythrocyte lipids are deprived of their haemaggluti- 
nating capacity. ‘This demonstrates that this capacity 1s due to 
antibodies which are active against erythrocyte lipids. 

Immunization against rabbit erythrocytes does not seem _ to 
confer to the chicken serum any new character qualitatively 
different from the pre-existing properties. In other words, the 
antibodies developed in chicken by active immunization against 
rabbit erythrocytes do not seem different from the normal anti- 
bodies for these erythrocytes. 
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ETUDE DE LA DEGRADATION 
DE LA SERUMALBUMINE HUMAINE PAR UN EXTRAIT 
DE RATE DE LAPIN 


V, — ANTIGENICITE DE L’ALBUMINE DEGRADEE 
par Claude LAPRESLE (*) et Janine DURIEUX (**). 


(Institut Pasteur, Service de Chimie Microbienne) 


L’un de nous a montré qu’un extrait de rate de lapin dégrade, 
& pH 8,5 la sérumalbumine humaine de telle fagon que son motif 
antigénique est scindé en trois constituants distincts précipitant 
indépendamment avec trois anticorps différents présents dans le 
sérum de lapin anti-albumine [8, 4]. Le but du présent travail 
est étude de lVantigénicité proprement dite de ces produits de 
dégradation de V’albumine. 

Cette étude est possible sans qu’intervienne la présence éven- 
tuelle d’albumine non dégradée, car nous avons montré que |’on 
peut déterminer quantitativement le stade de dégradation pour 
leque] le motif antigénique de la totalité des molécules d’albu- 
mine a été scindé en ses trois constituants et pour lequel, par 
conséquent, il ne reste plus d’albumine initiale. 

Nous avons done étudié les anticorps formés chez le lapin 
immunisé avec Valbumine humaine préalablement dégradée jus- 
qu’a un stade ott il ne reste plus d’albumine initiale. 


MATERIEL. 


Albumine. — Nous avons utilisé une albumine humaine preé- 
parée par la méthode de Cohn (fraction V) et lyophilisée, qui 
nous a été obligeamment fournie par la Croix-Rouge Hollandaise. 
Cette préparation, déja utilisée dans nos précédentes publica- 
tions {5, 6], est désignée dans ce travail sous le nom d’albumine 
native : A. N. 

Des échantillons d’albumine de plus en plus dégradée, a la 
concentration de 2 p. 100 en solution physiologique, ont été pré- 


(*) Chargé de Recherches 4 1’Institut National d’Hygiéne. 
(**) Manuscrit recu le 11 septembre 1957. 
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parés et conservés congelés & — 20° comme précédemment [5]. 
Ils sont désignés dans ce travail sous les noms de A. 0 p. 100, 
A. 21 p. 100, A. 30 p. 100, A. 36 p. 100, A. 42 p. 100, A. 58 p. 100, 
d’aprés le pourcentage correspondant d’albumine non précipitable 
par Vacide trichloracétique 4 5 p. 100, déterminé comme précé- 
demment [8, 5] avec le réactif du biuret. L’échantillon A. 0 p. 100 
correspond a un témoin placé dans les mémes conditions que les 
échantillons dégradés, mais sans préparation enzymatique. Cet 
échantillon est également désigné dans ce travail sous le nom 
d’albumine témoin. 


Immunsérums. — Les lapins ont été immunisés comme précé- 
demment [4] par injection intraveineuse de l’antigéne adsorbé sur 
alumine. Trois séries de lapins ont été ainsi préparées : 

1° Une série de 3 lapins (n® 723, 724, 725) immunisés avec 
A. 0 p. 100. 

2° Une série de 8 lapins (n® 403, 432, 433, 434, 435, 436, 437, 
438) immunisés avec A. 28 p. 100. 

3° Une série de 4 lapins (n° 719, 720, 721, 722) immunisés avec 
42 p. 100. 

Pour chaque série les sérums ont été mélangés a volumes égaux. 
Les mélanges ainsi conslitués sont désignés dans ce travail sous 
les noms de : sérum anti-A. 0 p. 100, sérum anti-A. 28 p. 100, 
sérum anti-A. 42 p. 100. 

Nous avons en outre utilisé comme sérum anti-albumine native 
un mélange des 9 sérums anti-albumine étudiés précédemment |6}: 
ce mélange de sérums qui correspond au « sérum anti-albumine » 
de nos précédentes publications [8, 4, 5, 6] est désigné dans ce 
travail sous le nom de sérum anti-A. N. 


M&THODEsS. 


Précipitation spécifique en milieu gélifié. — Nous avons utilisé 
la méthode par double diffusion d’Ouchterlony [8]. 


Immunoélectrophorése. — Les immunoélectrophoréses ont été 
faites selon la technique de Grabar et Willams [4] dans les 
conditions suivantes :. liquide a analyser, 0,06 ml de solution 
dalbumine a 2 p. 100; tampon véronal de pH 8,2 et de force 
ionique 0,05 dans les bacs et 0,025 dans la gélose ; V/em: 5; 
durée, quatre heures. 


Précipitalion spécifique quantitative. — La précipitalion spéci- 
fique quantitative a été faite sur des prises de 0,5 ml d’immun- 
sérum, en duplicata. Les tubes ont été conservés une demi-heure 
a 37°, quarante-huit heures a la glaciére, centrifugés et lavés 
deux fois avec la solution physiologique préalablement refroidie 
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dans un bain de glace. La quantité de précipité a été dosée 
comme précédemment [6] selon la technique de Kabat, avec le 
réaclif du biuret de Weichselbaum, modifié par Ditterbrandt. Le 
dosage a été effectué avec le spectrophotométre de Beckman 
4’ 555 mu; les résultats, calculés par millilitre d’immunsérum, 
sont exprimés en densité optique. 

Les surnageants ont été étudiés par l’épreuve du disque (ring- 
test) ; les solutions d’antigéne ont été utilisées a la concentration 
de 500 pg/ml. 

Toutes les réactions immunologiques ont été faites en présence 
de merthiolate de sodium au 1/10 000. 


RESULTATS. 


Dans nos conditions expérimentales, le stade de dégradation 
pour lequel la scission du motif antigénique est achevée pour 


0,150 


0,100 


0,050 


mg d'Albumine / ml d'immunsérum 


Quantité en D.O. de précipité spécifique/m! d’immunsérum 


le | zeae 
0,05 0150.3 0,5 0,75 1,5 3 
Fic. 1. — Précipitation spécifique du sérum anti-A. 28 p. 100 par différents 


échantillons d’albumine. 


la totalité des molécules d’albumine est celui ot 19,6 p. 100 de 
Yalbumine initiale n’est plus précipitable par Vacide trichlor- 
acétique 4 5 p. 100 [6]. Nous avons donc immunisé 8 lapins avec 
un échantillon d’albumine plus dégradée, A. 28 p. 100, afin d’étre 
certains qu’il ne restait plus d’albumine initiale. 

En outre, nous avons immunisé 3 lapins avec A. 0 p. 100 A titre 


de contréle et 4 lapins avec A. 42 p. 100 afin de préciser dans 


DEGRADATION DE LA SERUMALBUMINE 41 


quelle mesure les résultats obtenus dépendent du degré de dégra- 
dation de l’albumine. 


I. Précipitation spécifique quantitative. —- Nous avons étudié 
les courbes de précipilation spécifique quantitative formées par 
différents échantillons d’albumine avec le sérum anti-A. 28 p. 100. 
Les résultats rassemblés dans la figure 1 et le tableau I montrent 
les faits suivants. 


Tasteau I. — Etude des surnageants des courbes de précipitation 
spécifique (fig. 1) formées par le sérum anti-A. 28 p. 100 
et différents échantillons d’albumine. 


Antigéne utilisé pour la 


précipitation spécifique Surnageants testés avec: 


Antigéne| mg/m! de sérum]| Sérum 


tte testi 


+ 
+ 
+ a 
+ 
+ 
+ 


bit +et+ 
Litees 


++++ 441 


++t+4+4 
1++ee4+ 


1° A. N. ne précipite pas tous les anticorps. En effet, les 
surnageants épuisés vis-a-vis de A. N. précipitent toujours avec 
A. 30 p. 100 et A. 58 p. 100. . 

2° A. 0 p. 100, par contre, précipite tous les anticorps, et 
la quantité maximum de précipité obtenu avec A. 0 p. 100 est 
nettement plus importante qu’avec A. N. 

3° A. 80 p. 100 et A. 58 p. 100 précipitent également tous les 
anticorps. La quantité maximum de précipité est cependant nette- 
ment inférieure a celle obtenue avec A. 0 p. 100. Ceci est dd au 
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fait que le sérum anti-A. 28 p. 100 forme avec |’albumine dégradée 
un systéme précipitant complexe. En effet, la courbe obtenue 
avec A. 30 p. 100 présente deux maximums et les surnageants 
des courbes obtenues avec A. 30 p. 100 et A. 58 p. 100 forment 
une importante zone intermédiaire ot ils réagissent a la fois avec 
Vantigene et limmunsérum. 

Cette étude quantitative montre donc que le sérum anti-albu- 
mine dégradée a) contient plus d’un anticorps précipitant avec 
Valbumine dégradée et b) contient deux types d’anticorps, les 
uns correspondant aux mémes groupements spécifiques que ceux 
de V’albumine native, les autres 4 des groupements spécifiques 
différents et disponibles seulement dans l’albumine dégradée et 
lalbumine témoin. Ces derniers groupements spécifiques n’ont 
cependant pas le méme pouvoir précipitant dans l’albumine 
témoin et l’albumine dégradée. En effet, A. 0 p. 100 ne précipite 
qu’avec le premier surnageant obtenu aprés épuisement du sérum 
anti-A. 28 p. 100 par-A. N. 


Il. Immunoélectrophorése. — Nous avons étudié par immuno- 
électrophorése les sérums anti-A. 0 p. 100, anti-A. 28 p. 100 et 
anti-A. 42 p. 100. Les résultats de cette étude, rassemblés dans 
la figure 1 de la planche, montrent les faits suivants. 

1° Le sérum anti-A. 28 p. 100 forme avec A. N. une ligne de 
précipitation, avec A. 0 p. 100 une ligne plus allongée que !a 
précédente, mais toujours unique, et avec l’albumine dégradée 
deux lignes de précipitation que nous avons dénommées «a et p en 
partant du réservoir d’immunsérum. Ces deux lignes corres- 
pondent a des mobilités électrophorétiques différentes l’une de 
autre, mais dans l’ensemble voisines de celle de l’albumine 
initiale et des trois lignes a b c formées par le sérum anti- 
albumine [4]. 

‘Lorsque l’antigéne utilisé est A. 21 p. 100, la ligne 8 est par- 
tellement confondue avec la ligne a ; ceci semble dt A une super- 
position des deux lignes et non a4 une coalescence réelle, car nous 
avons pu les mettre en évidence indépendamment l’une de l’autre 
avec un de nos 8 sérums anti-A. 28 p. 100. Lorsque l’antigéne 
utilisé est A. 30 p. 100 ou A. 58 p. 100, les deux lignes sont 
nettement dissociées. 

On remarquera a ce propos que ces deux lignes sont nettement 
visibles avec A. 58 p. 100, c’est-a-dire pour un stade de dégra- 
dation qui ne donnait lieu & la formation d’aucune ligne visible 
avec le sérum anli-albumine {5}. 

Ajoutons que l'étude immunoélectrophorétique individuelle des 
8 sérums anti-A. 28 p. 100 nous a montré que chacun d’entre eux 
formait avec Valbumine dégradée les deux lignes a et 6, leurs 
densilés relatives étant variables d’un sérum a l’autre. 
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Le sérum anti-A. 42 p. 100 enfin forme avec l’albumine 
dégradée les mémes deux lignes de précipitation a et B, mais la 
ligne 6 est relativement moins dense. 

Ces résultats montrent done que le sérum anti-albumine dégradée 
contient deux types d’anticorps précipitant avec des produits diffé- 
rents de dégradation de l’albumine que nous appellerons « et B; 
les proportions de ces deux anticorps sont variables d’un sérum 
« Pautre et la proportion d’anticorps anti-B beaucoup plus faible 
lorsque l’albumine utilisée pour Vimmunisation a été plus 
dégradée. 

2° Le sérum anti-A. 28 p. 100 épuisé par A. N. (0,3 mg/ml 
d’immunsérum) ne forme avec Valbumine dégradée qu’une seule 
ligne de précipitation correspondant a la ligne a. Les anticorps 
correspondant aux groupements spécifiques disponibles seulement 
dans l’albumine dégradée appartiennent donc au groupe des anti- 
corps anti-a. 


3° Le sérum anti-A. 0 p. 100 forme avec V’albumine dégradée 
trois lignes de précipitation, a, b, c, analogues a celles formées 
par le sérum anti-albumine [4, 5, 6]. L’albumine témoin ne suscite 
pas, par cons¢équent, la formation d’anlicorps analogues aux 
anticorps anti-a; autrement dit les groupements  spécifiques 
correspondants n’ont pas, dans l’albumine témoin, le pouvoir 
antigénique quils ont dans l’albumine dégradée. 


III, Comportement comparatif du sérum anli-albumine dégradée 
vis-a-vis de lalbumine dégradée et de lalbumine non dégradée. 
— Nous avons comparé par la méthode d’Ouchterlony le compor- 
tement du sérum anti-A. 28 p. 100 vis-a-vis de A. N. et A. 30 p. 100. 
La figure 2 de la planche montre que les deux lignes formées 
par Valbumine dégradée rejoignent la ligne unique formée par 
Valbumine native. Cette image signifie que les groupements spéci- 
fiques de l’albumine dégradée sont constitués et ne sont cons- 
titués que par les mémes groupements spécifiques que ceux de 
Valbumine native. Ce résultat est en contradiction avec les 
résultats précédents montrant l’existence, dans le sérum anti- 
albumine déegradée, d’anticorps non épuisés par |’albumine native 
et qui auraient dad entrainer un croisement de la ligne corres- 
pondant a l’albumine native par une des deux lignes correspon- 
dant a l’albumine dégradée. L’absence de cette réaction croisée 
suggére que l’albumine native est tout de méme capable de 
précipiter tous les anticorps du sérum anti-A. 28 p. 100. On 
remarquera effectivement que, dans la courbe quantitative obtenue 
avec ce sérum elt A. N. (fig. 1) il se forme toujours un précipité 
dans la zone d’excés d’antigéne et le ring-test formé par les sur- 
nageants de cette courbe avec A. 30 p. 100 et A. 58 p. 100 
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(tableau I) devient trés faible lorsque la quantité d’A. N. utilisee 
pour la précipitation spécifique est trés importante (8 mg/ml 
d’immunsérum). 


IV. Comportement comparatif du sérum anti-albumine native 
et du sérum anti-albumine dégradée vis-a-vis de Il albumine 
dégradée. — L’albumine dégradée forme en immunoélectropho- 
rése avec le sérum anti-albumine native trois lignes de préci- 
pitation que nous avons appelées a b c [4, 5, 6] et avec le sérum 
anti-albumine dégradée deux lignes de précipitation que nous 
avons appelées a et f. 

Nous avons vu ensuile que la précipitation en milieu gélific 
des anticorps responsables de a b ¢ dans Je premier cas et de 
u et Bp dans le deuxiéme cas ne s’observe pas avec le maximum 
d’intensité pour les mémes stades de dégradation de |’albumine. 
Pour préciser les relations réciproques de ces deux catégories 
d’anticorps, nous avons done choisi un stade intermédiaire de 
dégradation, A. 36 p. 100 et comparé par immunoélectrophorese 
les trois lignes formées dans ces conditions, par le sérum anti- 
A. N. avec les deux lignes formées par le sérum anti-A. 28 p. 100. 

Le résultat de celte expérience se trouve dans la figure 38 de 
la planche. Les réservoirs du sérum anti-A. N. sont paralléles 
4a axe de migration électrophorétique et ceux du sérum anti-A. 
28 p. 100 ont été découpés aprés électrophorése perpendiculai- 
rement a cet axe. On voit que la ligne a rejoint les lignes a et ¢ 
et que la ligne B rejoint, au moins partiellement, la ligne b. Les 
anticorps responsables de la ligne « ont done une spécificité 
commune avec les anticorps anti-a et anti-c et ceux responsables 
de la ligne 6 une spécificité commune, au moins partiellement, 
avec les anticorps anti-b. 

Le fait que les deux lignes a et B rejoignent les trois lignes 
a b € montre, en outre, que les groupements spécifiques « et Bp de 
Yalbumine dégradée sont portés par les mémes produits de dégra- 
dation que les groupements spécifiques a b c, conclusion que 
suggéraient déja les mobilités électrophorétiques voisines de a, 
preteambmc: 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Immunoélectrophoréses de plusieurs échantillons d’albumine, révélés 
par différents immunsérums, 


Fic. 2. — Etude comparative par la méthode d’Ouchterlony de la réaction du 
sérum anti-albumine dégradée avec l’albumine dégradée et non dégradée. A. N. est 
4 la concentration de 0,1 p. 100; A. 30 p. 100 est A la concentration de 0,2 p. 100. 


Fic. 3. — Etude comparative par immunoélectrophorése de la réaction du sérum 
anti-albumine native et du sérum anti albumine dégradée avec l’albumine dégradée. 
L’échantillon d’albumine dégradée utilisé est A. 36 p. 100. 
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Discussion. 


Les résultats que nous venons d’exposer montrent d’abord que, 
dans nos conditions expérimentales, l’albumine dégradée est anti- 
génique, c’est-a-dire suscite la formation d’anticorps. Le fait 
que les produits de dégradation des protéines puissent ainsi ¢étre 
antigéniques a été montré depuis longtemps [2]. Dans notre cas 
cependant, cette démonstration présente un intérét particulier du 
fait que nous avons pu établir par voie immunochimique le stade 
de dégradation pour lequel le motif antigénique de la totalité des 
molécules d’albumine a été scindé. Nous avons donc utilisé 
comme antigenes des échantillons d’albumine dégradée jusqu’a 
ce quil ne reste plus d’albumine initiale et pu "eliminer ainsi 
intervention éventuelie de protéine non dégradée 

Un deuxiéme fait que montrent nos résultats est la formation, 
aprés injection d’albumine dégradée, d’anticorps qui ne sont 
pas, ou trés difficilement, épuisés par l’albumine native. Ce fait, 
en accord avec les résultats déja obtenus dans ce domaine [2], 
montre que la dégradation enzymatique libére des groupements 
spécifiques qui ne sont pas disponibles dans l’albumine native. 
Le comportement de l’albumine témoin permet de distinguer, 
dans cette formation de groupements  spécifiques nouveaux, 
ce qui revient & la dégradation enzymatique proprement dite et 
a la dénaturation du fait des conditions ot! s’opére la dégrada- 
tion. Nous avons vu, en effet, que ces groupements spécifiques 
sont disponibles ég galement dans l’albumine témoin mais qu’ils 
n’ont, dans ce cas, ni le méme pouvoir précipitant ni lantigéni- 
cité qu’ils ont dans l’albumine dégradée. 

Le comportement de |’albumine témoin est également intéres- 
sant d’un autre point de vue. En effet, l’albumine témoin, bien 
que modifiée comme le montre la ligne allongée qu’elle' forme en 
immunoélectrophorése, n’est cependant pas scindée en const- 
tuants différents. De ce fait, c’est elle qui fournit avec le sérum 
anti-albumine dégradée le maximum de précipilé, puisque |’albu- 
mine native ne précipite pas tous les anticorps de ce sérum el 
que l’albumine dégradée les précipite tous, mais en deux groupes 
indépendants lun de l’autre, a des points d’équivalence diffé- 
rents (1). Si on se basait, par conséquent, sur les seuls résultats 
quantitatifs, c’est l’albumine témoin qui devrait étre considérée 
comme l’antigéne homologue du sérum anti-albumine dégradée, 


(1) Il n’est pas impossible également que, dans cette augmentation 
du précipité obtenu avec l’albumine témoin, intervienne la dénatu- 
ration de celle-ci [7], augmentant la quantité d’antigéne dans !e 
précipité et rendant compte de la solubilisation seulement partielle du 
précipité en excés d’antigéne. 
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et non l’albumine dégradée. Ce fait montre la nécessité de n’uti- 
liser les méthodes quantitatives, dans l’étude des produits de 
dégradation des proléines, qu’aprés avoir précisé le caractére 
simple ou complexe des systémes précipitants en cause. 

Le but essentiel enfin de ce travail était d’étudier |’ antigénicité 
des produits de dégradation de l’albumine, porteurs respecti- 
vement de chacun des trois groupements spécifiques a b ¢ qui 
constiluent, comme l’un de nous I’a montré, le motif antigénique 
de l’albumine humaine [4]. Les résultats que nous venons de rap- 
porter montrent que les produits de dégradation de l’albumine 
suscilent bien la formation d’anticorps. Ces anticorps, cependant, 
correspondent aux groupements spécifiques, a@ b c, mais aussi 
a des groupements spécifiques nouveaux libérés par la dégrada- 
tion enzymatique. De ce fait, le sérum anti-albumine dégradée esl 
différent qualitalivement du sérum anti-albumine native. Il pré- 
cipite avec lalbumine qui a été dégradée jusqu’a un stade ov 
l'on n’observe plus de précipitation avec le sérum anti-albumine 
native {5} et il contient des anticorps non épuisés par l’albumine 
native qui n’existent pas dans le sérum anti-albumine native [4]. 
Ces anticorps réagissent a la fois avec les conslituants a et ¢ qui 
doivent, par conséquent, avoir certains groupements spécifiques 
identiques, ce qui explique que |’injection de ces deux conslituants, 
c’est-a-dire de deux antigénes indépendants ]’un de l’autre, entraine 
apparemment la formation d’un seul type d’anticorps responsable 
de la ligne a. 


Le constituant b est différent de ce point de vue puisqu’il ne 
suscile apparemment pas la formation de ces anticorps communs 
A aetc. On remarquera que cette différence de spécificité entre Je 
consliluant b et les constituants a et ¢ correspond a une différence 
également trés nette entre les stades de dégradation ot ils sont 
formés. Le conslituant 6b, en effet, est séparé dés le début de la 
dégradation enzymatique, les constituants a et c pour des stades 
de dégradation plus tardifs [4, 5]. De méme lorsqu’on injecte 
un échantillon d’albumine plus dégradée, A. 42 p. 100 au lieu 
de A. 28 p. 100, ce sont les anticorps suscités par le constituant b, 
les anticorps anti-B, qui diminuent proportionnellement le plus, 
ce qui suggére que 6 étant le premier formé est également celui 
qui disparait le premier du milieu en réaction. 

Le fait que le sérum de lapin anti-albumine contienne trois 
anticorps, correspondant a trois groupements spécifiques diffé- 
rents a b ¢ qui peuvent étre séparés par les protéases de la rate 
de lapin, pouvait selon nous s’expliquer de deux facons : a) une 
disposition spaliale convenable des groupements spécifiques sur 
la molécule d’albumine ou b) un clivage enzymatique in vivo pré- 
cédant la formation d’anticorps provoquée ainsi non par Ja 
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molécule d’albumine mais par ses fragments {[4, 6]. C’est en 
partie pour étudier la validité de cette deuxiéme hypothése que 
nous avons entrepris cette étude de lV’antigénicité des produits de 
dégradation de l’albumine, mais les résultats que nous avons 
obtenus ne permettent pas de conclusions formelies. Le fait que les 
groupements spécifiques a b ¢ soient antigéniques une fois séparés 
par le clivage enzymatique est en faveur de cetle hypothése. Le 
fait, par contre, que le sérum anti-albumine dégradée contienne 
des anticorps correspondants 4 des groupements spécifiques nou- 
veaux démasqués par le clivage enzymatique plaide plutot contre 
elle, puisque ces anticorps n’existent pas dans le sérum anti- 
albumine native. En réalité, l’interprétation exacte des résultats 
obtenus apres injection d’albumine dégradée est difficile, puisque 
Yalbumine dégradée contient a cdté des produits iniliaux de 
dégradation, porteurs des groupements spécifiques a b c, des 
produits plus dégradés, dont certains ont conservé la capacilé de 
se combiner sans précipiter avec le sérum anti-albumine [5] et 
qui ont pu intervenir également dans la formation des anticorps 
du sérum anti-albumine dégradée. 


CONCLUSIONS. 


1° La sérumalbumine humaine dégradée par un extrait de rate 
de lapin jusqu’a un stade ot il ne reste plus d’albumine initiale 
est antigénique pour le lapin. 

2° L’immunsérum de lapin ainsi obtenu contient deux types 
d’anticorps différents; les uns correspondent aux groupements 
spécifiques de la molécule d’albumine initiale, les autres corres- 
pondent a des groupements spécifiques nouveaux démasqués par 
la dégradation enzymatique. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE DEGRADATION OF HUMAN SERUMALBUMIN 
BY AN EXTRACT OF RABBIT SPLEEN. 
V. — ANTIGENICITY OF DEGRADED ALBUMIN. 


1° Human serum albumin, degraded by an extract of rabbit 
spleen until there is no more native albumin, remains antigenic 
for the rabbit. 

2° The rabbit immune serum so obtained contains two different 
types of antibodies, the one corresponding to the specific groups 
of the native albumin, the other corresponding to new specific 
groups unmasked by the enzymic degradation. 


* 
kk 
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TRACE ELEMENTS AND BCG CULTURES 


by Elizabeth H. WILLISTON, Joseph BINGENHEIMER 
and Sol Roy ROSENTHAL (*). 


(Institution for Tuberculosis Research of the University of Illinois, 
Chicago Municipal Tuberculosis Sanitarium, 
Research Foundation, Cook County Hospital, Chicago) 


At the First International Technical Conference on BCG held 
in Geneva, Switzerland, many workers reported experiences 
with wet, sunken BCG cultures on Sauton medium that seriously 
hampered the production of BCG vaccine. This laboratory had 
a similar experience in 1951 that took several harassing years 
to solve. The subject of this communication is to present the 
problem and to offer one solution that was successful in this 
laboratory. 


THE PROBLEM 


In the summer of 1951, on examining the Sauton cultures, 
7 days old, that had been inoculated from Sauton potato, it was 
noted that although the surface pellicle covered the entire surface 
of the medium and was intact, it was scantier than usual, paler, 
and the fluid portion of the medium instead of being crystal 
clear was slightly opalescent. It was noted that after 9 days of 
incubation, the pellicle became wet, and after a few more days 
it sank. The fluid portion of the medium became more opales- 
cent, and at times delicate strands traversed it. The culture 
itself was whitish grey. A contamination was strongly consi- 
dered, but after subculturing on every type of medium, anaero- 
bically and aerobically, no contaminant was found. The culturing 
on Sauton was repeated innumerable times with different stock 
cultures from freeze-dry vaccine that had previously yielded 
excellent, normal cultures, but the results were the same : wet, 
sunken whitish-grey cultures. Vaccine production was neces- 
sarily halted. 


(*) Manuscrit recu le 30 juillet 1957. 
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PROCEDURE FOR SOLUTION “AND RESULTS 


A systematic search for the cause was begun. It was long 
and involved. Since this may be of interest to others in the 
same predicament, a listing of what was done and the results 
obtained is given. 


I. — EoureMENT. 


a) Replacement of glassware. 

b) Change from sodium bicarbonate to detergents in washing 
of glassware. 

c) Change from cotton sloppers to parchment caps. 

d) Elimination of all aluminum utensils from the laboratory 
and replacement in the following order : 

1° Agate ware, 

2° Magnetic stainless steel, 

3° Non-magnelic stainless steel. 

All of these changes were of no avail. 


li, == (Simin om BOGy. 


As mentioned above, many substrains of BCG already in the 
laboratory were tested; and later, a series of substrains was 
gathered from various sources : (1) Paris; (2) Montreal ; 
(3) Philadelphia. All gave identical results, i. e., wet, sunken 
cultures on Sauton within 8 to 10 days. 


III. — INGREDIENTS AND PREPARATION OF MEDIUM. 


a) Chemicals : All the chemical constituents of the Sauton were 
changed using new bottles and different lots or brands in most 
cases. These included asparagin, ferric ammonium citrate (both 
brown and green forms), magnesium sulfate, potassium hypo- 
phosphate and citric acid. All experiments failed to improve 
the cultures. Chemicals were obtained from Phipps and Pasteur 
Institutes, but these likewise failed (For glycerine sce below). 

b) Water : Distilled water made in the laboratory was replaced 
by water obtained from three commercial sources, but these all 
failed. 

c) Titration of the Sauton with NaOH instead of ammonia 
water did not improve the cultures. 

d) Glycerine : During the course of this experimentation, it 
was recalled that when the difficulties had first arisen a new 
brand of reagent grade glycerine had been used. Only 1 lb. of 
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the old lot number and brand of glycerine could be obtained. 
Sauton made with this glycerine gave normal, dry cultures. Many 
lots of glycerin were oblained from the same company (this firm 
bought its glycerine in the open market and bottied it according 
to its chemical analysis) ; an occasional one gave good cultures, 
but most gave poor ones. The same experience was noted with 
lots of glycerine from other companies. Finally, it was decided 
to go to the manufacturers themselves. Samples were obtained 
of the following glycerines : high gravity (not completely puri- 
fied), distilled (single and double), bleached and unbleached, 
saponified crude and ion-exchange not distilled. All failed to 
improve the cultures. Finally, glycerines were obtained of the 
highest purity, 1. e., glass distilled and synthetic as well as C. P., 
U.S. P. and reagent grades ; the purer the glycerine, the poorer 
the cultures. 

It seemed probable that a deficiency of some element or 
elements was responsible. These elements could be present 
merely as traces. The function of trace elements as micro- 
nutrients or catalysts is well known for plants and animals as 
well as for microorganisms. Many elements were considered 
such as zinc, copper, manganese, cobalt, vanadium, aluminum 
and tin. Zinc had been found by Drea [4] to improve wet, 
sunken cultures which he had noted with H87Rv. Our prelimi- 
nary studies with zinc were most encouraging. So, a systematic 
study of zinc and other trace elements was begun. The trace 
elements were added to Sauton’s medium which is composed of : 


PARTS 

PER LITER 
EVENEIEII® Spe ocopsoccoonsDonGboc. oponsocUniGoN de so Demaner apc 4 
(CHR@SSINS. eo aGes cb.coen age ob oo Cant COCO DORE DOT OSL path oadaA gue 60 
WiteiGeeN Clos eam a neesree carreth stein cpeuan saree keiavers eiNeeRetr roger 2 
DCR NOTH Ne coomgscancaspsouchotpootn ooueosnogne 0.5 
IMatorresturmes tll falemmratawetn ct ifeleieiet) stoter-vateterer ste: velenen ews srore nich tora 0.5 
Tcoumalamn on ina sit rate uetyet-tsseeters eres evok evo een vanoeatene ole brayareyouns 0.05 
Distilled mawaiteramec rte tate aateletets svols olessistetel eters role <fskars ofa ar aunea: oavatons 940.0 


(Adjust pH with ammonium hydroxide [20 °,] to 7.2.) Autoclave 
30 minutes at 120° C (15 lbs.). 

The amount of trace elements was calculated on a weight basis 
of metal to total volume of medium. The following were the 
trace elements used : zinc (Zn), manganese (Mn), cobalt (Co), 
tin (Sn), vanadium (V), aluminum (Al) and nickel (Ni) in the 
chloride form ; copper (Cu) in the sulfate form. Florence flasks 
(250 ml) containing 130 ml Sauton were inoculated with a spiral 
loop from the pellicle of a 6-day old flask culture, previously 
planted from potato Sauton. 
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IV. — THE soLuTION. 


With the indication that the addition of zinc improved the 
cultures, experiments were designed to test the effect of adding 
various concentrations of zinc on the growth of BCG in Sauton. 
Since our basic ingredients were not trace-free, the amounts 
indicated do not reflect the total amount of the trace elements. 
Furthermore, Sauton is prepared with iron and magnesium. 
Sauton medium prepared with glass-distilled, synthetic or reagent- 
grade glycerines (as sold on the market) which yielded wet, 
sunken pellicles was used as the basic medium to which trace 
elements were added. 


Tanitxr I. — Effect of trace elements on BCG cultures grown on 
Sauton made with glass distilled glycerine. 


DESCRIPTION OF CULTURES 
TRACE 


WET | SUNK FINAL pH 
EMEN 
arate oe OR OR | AMOUNT FLUID 
NOT 


Clear 7.3 to 8.2 
Clear 7.5 to 8.8 
Clear 5.8 to 7.0 
Clear 5.4 to 6.9 


Sl. Opal 6.3 to 6.7 
SI. Opal cee 

Sl. Opal 

Sl. Opal 

S|. Opai 

S|. Opal 


Clear 


All readings iat 2 to 3 weeks. Two or more flasks each experiment. One {o 


5 experiments for each concentration. PPM: Parts per million ; +++ : Standard 


growth for regular cultures ; + to ++-++ : Correspondingly less or more growth ; 
Sl. opal. : Slightly opalescent; + : wet or sunk ; —: not wet or not sunk. 
Note ; Nickel, tin, aluminum, and vanadium, 20 PPM ; no improvement of cultures. 


a) Glass-distilled glycerine. 

This was prepared from commercial glycerine by three separate 
laboratories. The distillation was done in chemically clean glass- 
ware. The resulting cultures were similar for all samples, i. e., 
the pellicles were wet, grey and sunken. As will be seen in 
Table I, the addition of 0.5 to 5 parts per million of zinc in the 
form of zine chloride yielded pellicles that were dry, not sunken 
and equalled the amount noted in normal cultures at 2 and/or 
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3 weeks of age : approximately a pellicle of 8 to 12 mm thick. 
The final pH was on the acid side. It will be noted that for 
poor cultures the final pH was usually on the alkaline side. 
The addition of more zine did not improve the cultures; in fact 
there was slight inhibition with 100 PPM, and the fluid portion 
instead of remaining crystal clear became slightly opalescent. 
A few trials with the addition of copper or cobalt indicated some 
improvement of the culture but less than that obtained with zinc. 
Nickel, tin, aluminum and vanadium did not improve the cultures. 
Various combinations of the metals (Zn + Cu; Zn + Co: 
Zn + Mn; Mn + Sn; Zn + Cu + Mn) gave results that indicated 
that when zine was combined with manganese in the proportions 
listed, not only were dry pellicles obtained but the growth was 
more profuse than normal. 

This experiment demonstrated that the addition of zine (0.5 to 
5 PPM) to Sauton made with glass distilled glycerine returned 
the cultural characteristics of BCG to normal ; when manganese 
was also added (2.5 PPM) the growth was enhanced further. 

b) Synthetic glycerine. 

Five lots of synthetic glycerine were used. This glycerine was 
prepared by Shell Oil Company ant put up in 2 lb. glass bottles. 
All 5 lots when used as a source of glycerine gave wet, sunken 
cultures. The addition of zine did improve the cultures markedly, 
but sight wetting of the pellicles was noted with some lots, 
although the pellicles did not sink. Two lots gave dry, normal 
cultures with 20 PPM zinc. The addition of zinc, plus mange- 
nese (2.5 PPM) to one of these lots yielded a more profuse 
growth than normal. This was not the case with the other lots. 
As indicated in Table II where representative results are listed, 
the results from different lots were not uniform. 

In some 44 experiments on the 5 lots using varying combina- 
lions of trace elements (Zn, Cu, Zn + Mn, Zn + Cu), the best 
results were obtained by the addition of zinc (5 to 20 PPM) and 
as a rule, further improvement of the cultures occurred when 
zinc (5 to 10 PPM) plus manganese (0.5 to 5 PPM) were added 
to the fluid medium. As with glass distilled glycerine, the final 
pH of the cultures with good growth was usually on the acid 
side whereas for the poor cultures it was on the alkaline side. 

c) Reagent grade glycerine (growth-inhibitory). 

Many lots of reagent grade glycerine that were used in the 
making of the Sauton as indicated above, resulted in cultures 
that were wet and sunken. Some of these lots were used in 
determining the effect of trace elements added to the Sauton 
medium. As would be expected, since the concentration of trace 
elements already in the glycerine varied from lot to lot, the 
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Tastr Il. — Effect of trace elements on BCG cultures grown on 
Sauton made with synthetic glycerine. 


TRACE 


ELEMENTS 


(0) 

Zn (lot |) 
ene (lots I) 
Zn (lot 2) 
Zn (lot 2) 
Zn (lot 3) 


Zn 

lot 
Ae Sm) 
Zn 
mn (lot 4) 


Zn 
és (lot 4) 
Zn (lot 5 ) 


Zn 
Ae: (lot 5) 


All readings at 


Standard growth 
Opal. : 


more growth ; 


Taste Hl. — Effect of trace elements on BCG cultures grown on 
Sauton made with reagent grade glycerine (growth-inhibiting). 


TRACE 
EEEMENITs 


(0) 

Zn (lot | ) 
Zn (lot 2 ) 
Zni (othe) 
Zo oitees) 
Zn (lot 3) 


Zn 
Mn (lot 3 } 


Zn (lot 4 ) 
Zn (lot 4 ) 


> 


~ 


IN) 
oy 
(oe) 


SP0COOND00O0COW 


DESCRIPTION OF CULTURES 


WET |SUNK FINAL pH 
OR | AMOUNT FLUID 


Opal.strings |8.5 to 8.9 
7.18 

Clear SPOON, 

Clear G 

Clear 6.47 

Clear 


+ 
+ 
ee 
a 
a 


Clear 


Clear 


Clear 


Clear 


Clear 


to 3 weeks. Three or more flasks each experiment, for 5 lots 
tested, Four to 20 experiments for each lot. PPM: Parts per million; +++: 
for regular cultures; + to ++-+-+: Correspondingly less or 
Opalescent ; + : wet or sunk ; —: not wet or not sunk. 


DESCRIPTION OF CULTURES 


FINAL pH 


AMOUNT 


7.8to 8.3 
5.7 to 6.9 


+ 
++ 
++ 
++tot++ 
+ 
++ 


++tot++ 


htt 
at 


All readings at 2 to 3 weeks. PPM: Parts per million; +++ : Standard growth 
for regular cultures ; 
SI. opal. : Slightly opalescent; +: wet or sunk; —: not wet or not sunk. 


+ to+++-+: Correspondingly less or more growth ; 
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results with the addition of trace elements were not the same 
for every lot. As a rule, however, 20 parts per million of zinc 
did improve the cultures markedly. and in 1 lot (See Table III, 
lot 4), the growth obtained was considered to be normal. Manga- 
nese added to zinc improved the growth of the cultures, but not 
for every lot. With 2 lots of olycerine, cobalt (5 PPM) produced 
cultures which did not sink, but occasionally the pellicle was 
wet. The growth was only fair to good and some of the cultures 
had strands running through the fluid portion of the medium. 


Tastr IV. — Effect of trace elements on BCG cultures grown on 
Sauton made with reagent grade glycerine (growth-promoting). 


DESCRIPTION OF CULTURES 
TRACE 
ELEMENTS 


FINAL pH 


AMOUNT 


ee 
++to +++ 
++ m5 
++ 
+++ 6.3 
+4+++ 6.7 
steotent Onectete ats 6.9 to 7.6 
+ (2otore 
+++ 6.4 
Tare SaratOnreas 
+ 7.6 to 8.2 


+++ to ++4++ 5.5 


ett 5.6 


All readings at 2 to 3 weeks. PPM: Parts per million; +++ : Standard growth 
for regular cultures; + to ++++ : Correspondingly less or more growth ; 
+: wet or sunk ; —: not wet or not sunk. 


Comparing the glass distilled, the synthetic and the reagent 
grade glycerines, the most inconsistent resulls were obtained 
with the reagent grade. In all cases, however, there was a 
definite improvement with the addition of zinc. The optimum 
amount was about 5 to 20 PPM. More than that seemed to 
inhibit the growth, although the cultures remained dry and did 
not sink. Manganese plus zinc added to Sauton as a rule 
impreved the pellicles more than zinc alone. 

d) Reagent grade glycerine (growth-promoting). 

The indications in the above experiments were that manganese 
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may appreciably increase the yield of the culture. The possibility 
that this increase could be effected when acceptable reagent grade 
glycerine was used was explored. Representative experiments 
are given in Table IV. It can be seen that the addition of as 
little as one-half PPM of zine produced some wetting of the 
cultures ahd 10 to 100 PPM inhibited the growth. Manganese 
on the other hand when added in amounts of 0.5 to 5 PPM 
produced dry surface pellicles more abundant than those obtained 
when this acceptable glycerine was used alone. Ten PPM man- 
ganese slightly inhibited the growth, and 20 PPM inhibited the 
srowth markedly. Copper in amounts of 0.5 to 5 PPM produced 
some wetting of the cultures but did not inhibit the growth. 
However, 10 PPM of copper did definitely inhibit the growth. 
the addition of copper to manganese did not improve the effect 
of manganese. The addition of aluminum, vanadium and nickel 
in 20 PPM amounts produced somewhat wet cultures, sometimes 
sunken, sometimes not, but did not improve the growth of the 
cultures. 

With the reagent grade glycerines that were growth-promoting 
as well as with glass distilled and synthetic glycerines to which 
zinc was added, manganese as a rule augmented the yield when 
added in 0.5 to 5 PPM to the medium. 


DISCUSSION 


It has been shown that potassium, magnesium, sulfur and 
phosphorus are essential for the growth of the tubercle bacillus 
(Sauton [2], Frouin and Guillaumie [8]). Iron is not absolutely 
necessary but it exercises favorable action upon growth. This 
action 1s dependent upon the carbon and nitrogen source as well 
as other nonferrous minerals. There are differences of opinion 
as to the effect of copper, zinc, manganese, vanadium, etc., on 
growth of tubercle bacilli (see literature by Calmette et al. [4], 
Drea et al. {5]). Some of these differences can be explained by 
the variation of impurities already present in the ingredients of 
the medium and the requirements of the test organism. For 
example, Sher and Sweany [6] compared the yields of H37 on 
Long’s medium made with highly purified reagents and with C. P. 
reagents. They found that the weights of the cultures obtained 
with medium prepared from C. P. reagents with no iron added 
were more than twice the weight of those from a purified medium. 
The addition of iron salts to the C. P. medium only slightly pro- 
moted growth, whereas the addition of iron salts to the purified 
medium, particularly with optimal amounts of copper, manganese 
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or pyroantimonate ions, either singly or in combinations, resulted 
in more than twice the growth of H87 cultures on the purified 
medium alone. The nonferrous ions without iron did not promote 
growth. 


It would appear, then, that the effect of certain minerals on 
the growth of tubercle bacilli depends not only upon the known 
constituents of the medium, but upon unknown impurities present. 
Likewise, the requirements of the test organisms although they 
may be of the same species or strain may differ in laboratories 
of different localities. 


This was the case of the experience here reported when rather 
abruptly the BCG pellicle on Sauton medium after a certain period 
of normal growth (9-14 days) became wet and sank. After 
excluding all equipment and chemicals, it was found that a new 
batch of glycerine used in making the medium was the offender. 
It was then discovered that the more purified the glycerine the 
poorer the cultures. The addition of zinc to the medium when 
the most purified glycerine was used, returned the cultures to 
normal, 


What had happened to glycerine to deplete it of its zinc 
content ? In the U.S.A. glycerine is stored in galvanized iron 
drums. The shght film one sometimes notices on galvanized iron 
is composed in part of zinc oxide. Evidently, with the use of 
new drums or when the glycerine is promptly placed in glass 
bottles as for reagent grade, the content of zinc is too low to 
supply adequate amounts of this trace element. Drea [4] found 
that growth-inhibitory glycerine never gave the dithizine test for 
zinc, whereas growth-promoting glycerine gave a positive test 
for zinc. Removal of the zinc by an ion-exchange resin 
(Dowex 50) made the glycerine growth-inhibitory. The amount 
of zinc needed or the further addition of manganese will depend 
upon the glycerine used. Thus, under the conditions here 
reported for glass distilled glycerine, the addition of zine (0.5 
to 5 PPM) returned the cultural characteristics of BCG to normal. 
The further addition of manganese (2.5 PPM) stimulated growth. 
Synthetic glycerine and reagent grade glycerine (growth-inhibi- 
ting) were likewise helped by the addition of zine but not as 
consistently, since the amount of zinc already present probably 
varied from lot to lot. With the latter two glycerines, zinc plus 
manganese was often better than zinc alone. 

Glass distilled glycerine is very expensive and since the results 
with other glycerines are not always predictable, a more practical 
solution and the one now in practice at this laboratory is to try 
many lots of glycerine stored in galvanized drums to find one 
that is suitable. This may take much labor, but has its rewards 
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since once obtained this glycerine may be used without further 
addition of trace elements. It was found that with such glyce- 
rines the further addition of zine or copper to the medium did 
not improve the cultures, but manganese (0.5 to 5 PPM) often did. 


It was of interest that for all glycerines the final pH of the 
media (2 to 3 weeks old) often reflected the nature of the growth. 
Thus, a final alkaline pH usually spelled a poor growth whereas 
a final pH on the acid side was associated with good growth. 
According to Bance [7], the alkalinity is due to the formation of 
ammonium aspartate. Later when the pellicle becomes sufficiently 
abundant, the bacilli assimilate the nitrogen of the ammonium 
which because of the lack of asparagine is not replenished and 
the pH of the medium then drops to the acid range. 


The above discussion stresses the importance of certain elements 
which are essential for the growth of BCG under the conditions 
of this laboratory. What must also be considered, however, is 
the presence of substances in glycerine which will inhibit growth. 
It is known that C. P., U.S. P. or even reagent grade glycerines 
do contain a large number of impurities, albeit in minute quan- 
tities. In addition to chlorides, sulfates and trace elements, glyce- 
rine normally contains minute quantities of short-chain fatty acids 
(0.02 to 0.2 °%). Organic acids are known to inhibit growth 
of tubercle bacilli {8}. Albumin has been found to offset the 
deleterious effect of many toxic substances [8, 9, 10]. In one 
experiment in this laboratory with reagent grade glycerine, the 
addition of 0.25 or 0.5 °/, of bovine albumin (fraction V) resulted 
in dry, abundant growth whereas without the albumin, wet, 
sunken cultures resulted. The use of albumin cannot be consi- 
dered for vaccine production because of the possibility of sensi- 
tizing the subject to bovine albumin. 


Mineral analysis of some of the reagent grade glycerines used 
in this study showed that in one lot of growth-promoting glyce- 
rine there was no copper, whereas in the growth-inhibiting gly- 
cerime copper was present. In another analysis « good » 
glycerine contained 0.5 PPM manganese, 10 PPM magnesium 
and 8 PPM tin; whereas the « poor » glycerine contained no man- 
ganese (below 0.001 PPM), 5 PPM of magnesium and less than 
3 PPM tin. As cited above, Drea [4] found that growth-promoting 
eee contained zine, whereas growth-inhibiting glycerines 
did not. 


These experiences indicate that not only can differences of 
trace elements in the medium effect growth but that the presence 
of toxic, inhibiting substances may also play a role. Each labo- 
ratory having difficulty must explore many possibilities. 
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SUMMARY AND CONCLUSIONS 


An experience of wet, sunken pellicles of BCG grown on 
Sauton medium was resolved when commercial reagent gerade or 
C. P. glycerine was replaced by glass distilled glycerine in the 
making of Sauton medium to which 0.5 to 5 PPM of zinc was 
added. Manganese (2.5 PPM) plus zine often increased the yield 
appreciably. When synthetic glycerines or commercial C. P. or 
reagent grade glycerines were used in preparing the medium and 
they produced poor pellicles, zinc and manganese improved these 
cultures ; but the results were not as consistent as for glass 
distilled glycerine. This was especially true for commercial C. P. 
or reagent grade glycerines. 

Manganese often increased the yield of cultures made with 
growth-promoting glycerine. 

The possibility that toxic inhibitory subslances present in the 
commercial glycerines may play a role is discussed. 


RESUME 
OLIGOELEMENTS ET GULTURE DU BCG. 


De nombreux chercheurs, et les auteurs eux-mémes, ont cons- 
taté que la production du vaccin BCG était parfois fortement 
inhibée par Vapparition sur milieu de Sauton de voiles humides 
et s’enfoncant dans le milieu. 

Les auteurs montrent que cetle inhibition peut étre levée si l’on 
renonce, pour la préparation du milieu de Sauton, 4 ’emploi de 
la glycérine commerciale « pour analyse » et qu’on la remplace 
par de la glycérine distillée dans des récipients de verre, en ajou- 
fant 0,5 A 5 p. p.m. de zinc au milieu. 

Si Pon ajoute en outre du manganése (2,5 p. p.m.), le ren- 
dement est encore meilleur. 

Si l’on utilise des glycérines synthéliques ou « pour analyse » 
pour la préparation du milieu et qu’elles donnent des voiles 
défectueux, |’addition de zinc et de manganése amélore ces 
cultures ; mais les résultats ne sont pas aussi constants que ceux 
obtenus avec la glycérine distillée en récipients de verre. Ceci 
est particulicrement vrai pour les glycérines commerciales ou 
pour analyse. 

Le manganése accroit souvent le rendement des cultures faites 
avec une glycérine contenant des facteurs de croissance. 

(La possibilité que des substances inhibitrices toxiques pré- 
sentes dans les glycérines jouent un réle est discutée. 
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DE L’ACTION ANTITUBERCULEUSE 
DE LA STREPTOVARICINE IN VITRO ET IN ViVO 
CHEZ LE COBAYE (PREVENTION) 


par A. LUTZ et M™ M.A. WITZ (*) (**). 


(Laboratoire départemental de Bactériologie, Strasbourg 


(Directeur > D" As. lawrz)) 


Le but de ce travail est de rapporter les résultats préliminaires 
que nous avons obtenus en chimiothérapie expérimentale anti- 
tuberculeuse avec la streptovaricine ou dalacine, substance anti- 
biotique isolée récemment dans les laboratoires de Ja Upjohn 
Company d’un nouvel actinomycéte, nommé Streptomyces specta- 
bilis, cutivé & paruir d’un échantillon de terre recueilli 4 Dallas 
dans le Texas. Les propriétés de ce complexe et de ses compo- 
sants A, B, C et leur efficacité contre des germes Gram positifs, 
Gram négatifs, mais tout particuliérement contre le bacille de 
Koch, ont été décrits récemment par Siminoff [4], Whitfield [2], 
Rhuland [8] et leurs collaborateurs. 

Nous rapportons ici l’action bactériostatique et bactéricide de 
cette substance (lot 3301, WTP) sur des souches provenant, 
d’une part de tuberculeux dépistés récemment et, d’autre part, 
de tuberculeux ayant déja été traités par la streptomycine, l’INII 
et le PAS. 


\ als NNORLONMUI MOLL Os 


I. Proprimtis BACTERIOSTATIOQUES. — Nous avons cherché 
Vaction bactérioslatique de la streptovaricine en milieux liquides 
de Dubos et de Youmans et en milieux solides, la substance anti- 
biotique ayant élé incorporée dans du milieu de Loewenstein 
& concentrations croissantes. Nous avons ensemencé les divers 
milieux de fagon aussi homogéne que possible (1/10 de milli- 
eramme environ). 

Les lectures des sensibilités des souches a la streptovaricine 


(*) Nous remercions les Etablissements Upjohn, Kalamazoo. Michigan, 
pour les lots de streptovaricine qu’ils ont bien voulu mettre 4 notre 
disposition. 

(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 octobre 1957, 
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en milieux liquides ont été faites apres un séjour de dix jours 
& 37° comparativement a celles de streptomycine et d’INH. 


Tapieau I, 
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Nos résultats sont rapportée dans le tableau I. 
Ce tableau nous montre que : 
a) Les C.M.TI. sont étalées de 0,02 a plus de 5 ug/ml. Les 
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taux d’inhibition les plus fréquents de nos souches sont de 0,04 
4 0,2 ug/ml, c’est-a-dire que d’aprés lur ordre de grandeur ils 
se rangent entre les C.M.I. @I.NH et de streptomycine pour 
les souches sensibles A ces deux produits. 

b) La streptovaricine est active : 


1° Sur les souches sensibles a l’INH et a la streptomycine, 
2° Sur les souches résistantes a V INH, 
Sur les souches résistantes a la streptomycine, 
Sur les souches qui présentent des résistances doubles 
& PINH et a la streptomycine. 

Nous n’avons pas pu mettre en évidence de résistance croisée 
systématique. Dans deux cas seulement des concentrations plus 
élevées de streptovaricine correspondent a des souches résistantes 

VINH et intermédiaires en ce qui concerne la streptomycine. 

En milieu solide, la streptovaricine a été incorporée au milieu 
de Loewenstein-Jensen coagulé par = chaleur une heure a 85° 
aux concentrations suivantes : 0,25, 1, 5, 10, 20 et 50 ug/ml. 

Nous avons ensemencé sur ces errs de milieux 0,25 ml de 
surnageant de milieux de Dubos ott nous avions mis diverses 
souches en suspension. 

Voici nos résultats aprés vingt jours (tableau II). 


TasLeau II. 
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Dans ces conditions expérimentales il faut d’assez fortes concen- 
trations pour inhiber les souches. 


Il. Proprittis BactéRicipes. — Nous avons cherché a obtenir 
des cultures a partir des tubes ot, aprés dix jours d’étuve, 
linhibition semblait totale. Nous avons ensemencé sur milieux 
de Loewenstein-Jensen V gouttes des milieux de Dubos contenant 
pour des quantités d’ inoculum identiques, des taux croissants de 


streptovaricine. 
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Voici nos constatations aprés quarante jours d’exposition 
4 l’étuve a 37° (tableau III). 


Tasieau III. 
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Ce tableau nous montre que la streptovaricine a des propriétés 
bactéricides, mais que les éléments des populations mycobacté- 
riennes des souches sont trés hétérogénes quant a leur sensibilité 
& cet antibiotique. Il y a de grandes variations selon les souches. 


II. AcTIon DE LA STREPTOVARICINE SUR LA TUBERCULISATION DU 
COBAYE. — Quarante cobayes males d’un poids moyen de 400 g 
ont été inoculés, par voile sous-cutanée présternale avec 0,7 cm® 
d’une culture en Dubos de dix jours diluée au 1/100 de la souche 
humaine 6880 isolée d’un liquide pleural. Cette souche résiste 
a 200 ug/ml de dihydrostreptomycine et est inhibée par 0,4 ng/ml 
de streptovaricine. 

Les cobayes ont été répartis en quatre lots de dix animaux. 
Le lot I constitue le lot témoin. 

Six heures aprés l’inoculation, les lots II, III, IV sont traités 
comme suit : 


Lot IT: DHS (base) : 15 mg/kg par voie sous-cutanée une fois 
par jour. 

Lot III : Streptovaricine : 15 mg/kg par voie sous-cutanée une 
fois par jour. 

Lot IV : Streptovaricine : 15 mg/kg per os une fois par jour. 

Au trentiéme jour on sacrifie tous les cobayes. La figure 1 
représente les résultats observés. 


Le tableau IV résume ces constatations d’aprés la notation de 
Feldman (1943) modifiée par Feldman et Hinshaw (1945). 
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La figure 1 et le tableau IV montrent que, par rapport aux 
témoins et aux animaux traités par la DHS, indice lésionnel des 
animaux traités par la streptovaricine, soit par voile sous-cutanée, 
soit per os, est extrémement faible. 


TasBLeau IY. 
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Les Iésions des ganglions trachéobronchiques ne sont notées qu’en l’absence 
de lésions du poumon. 


Qu’il soit administré par voie orale ou parentérale, l’efficacilté 
de cet antibiotique confirme les résultats obtenus par Rhuland et 
ses colJaborateurs sur la souris. 

Nous avons pulpé des ganglions et des rates d’animaux traités 
par la dihydrostreptomycine et la streptovaricine et ensemencé 
sur milieu de Loewenstein-Jensen. 

Voici les résultats observés aprés soixante jours a 37° 
(tableau V). 


TABLEAU Y. 
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Comme le montre ce tableau, et malgré les doses de strepto- 
Varicine administrées, des bacilles tuberculeux nnt été retrouvés 
dans les organes d’un certain nombre d’animaux. 

Durant les trente jours ot la streptovaricine a été administrée, 
elle a été bien tolérée. 

La figure 2 montre en particulier l’évolution pondérale des 
amimaux recevant la streptovaricine par rapport aux témoins et 
aux animaux traités par la DHS. 

L’évoluion pondérale la plus favorable s’est manifestée chez 
les animaux traités par la streptovaricine par voie sous-cutanée. 


9” TPOIDS MOYEN 
DES COBAYES 
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CONCLUSION. 


L’étude in vilro a montré que la streptovaricine possede de 
fortes propriélés bactériostatiques pour le bacille tuberculeux. 
Pour un grand nombre de souches les C. M. I. sont trés faibles 
et comprises entre celles de l’INH et de la streptomycine. 

Des souches résistantes & INH et a la streptomycine sont 
encore trés sensibles 4 cette substance. La streplovaricine pos- 
sede également des propriétés bactéricides, mais trés variabies 
selon les souches. 

L’étude in vivo nous a permis d’observer que cel antibiotique 
abaisse nettement l’indice lésionnel macroscopique de tuberculi- 
sation des cobayes infectés avec une souche _ streptomycino- 
résistante par rapport aux animaux témoins dans nos conditions 
expérimentales. 

Son effet sur des animaux présentant une tuberculose en évo- 
lulion (essai curatif) fera l’objet d’une communication ultérieure. 
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SUMMARY 


ANTITUBERCULOUS ACTIVITY OF STREPTOVARICIN STUDIED 
in vitro AND in vivo (PROPHYLAXIS OF GUINEA-PIGS). 


In vitro studies show that streptovaricin is strongly bacte- 
riostatic for tubercle bacilli. For a great number of strains, the 
minimal inhibitory concentrations are very low, comprised 
between that of isoniazid and that of streptomycin. 

Isoniazid and streptomycin-resistant strains are still very sen- 
sitive to streptovaricin. Streptovaricin also possesses bactericidal 
properties, but these properties differ according to the strains. 

In vivo studies show that streptovaricin markedly reduces the 
macroscopic lesions in guinea pigs infected with a streptomycin- 
vesistant strain. 

The curative activity of streptovaricin will be studied in another 
paper. 
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ACTIVITE IN VITRO DE LA SPIRAMYCINE 
EN ASSOCIATION AVEC LA TETRACYCLINE, 
L’ERYTHROMYCINE, LA PENICILLINE, 

LA STREPTOMYCINE, SUR LA MULTIPLICATION 
DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS, 


ETUDIEE AU MICROBIOPHOTOMETRE 


par N. MATHIEU et M. FAGUET (*). 


(Institut Pasteur, Service du Bactériophage) 


La spiramycine, antibiotique présenté pour la premiére fois au 
Col'oque de Washington sur les antibiotiques, par Pinnert- 
Sindico, Ninet, Preud’homme et Cosar [4], a été isolée a partir 
de cultures de Sireplomyces ambofaciens. 

Son intérét thérapeutique réside en trois faits principaux : 

a) Son activité vis-a-vis des infections a4 germes gram-positifs 
(pneumocoque, staphylocoque, streptocoque...) ; 

b) Son absence d’action sur les germes gram-négalifs, notam- 
ment sur les entérobactéries ; 

c) Son activité sur les germes gram-positifs résistants a la 
plupart des antibiotiques usuels. 

Malgré son apparition relativement récente dans l’arsenal théra- 
peutique, on a isolé certains germes 4 souches résistantes. Contre 
la création de phénoménes de résistance acquise, |’emploi simul- 
tané de différents antibiotiques s’est révélé efficace, sinon en 
V’évitant complétement, du moins en retardant son apparition. 
Pour présenter un intérét pratique, les associations des différents 
antibiotiques doivent cependant étre telles qu’il y ait synergie, 
ou tout au moins, addition des effets isolés de chacun des 
membres de l'association. 

Nous avons étudié successivement l’action des associations : 
spiramycine-chloramphénicol [2], spinamycine-tétracycline, spira- 
mycine-érythromycine, spiramycine-streptomycine, spiramycine- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 octobre 1957. 
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pénicilline, et nous l’avons comparée a l’activilé respective de ces 
différents antibiotiques agissant isolément dans des conditions 
identiques. 


Techniques générales. 


Nous avons utilisé la « technique des enregistrements continus » 
des courbes de croissance microbienne [8], technique qui consiste 
dans l’étude de la turbidité des suspensions bactériennes. On sait, 
en effet, qu’il existe, entre certaines limites, un rapport constant 
entre la turbidité et la quantité de substance microbienne en 
suspension. 

Le microbiophotométre permet l’enregistrement de six courbes 
de croissance simultanées. 

Nous avons étudié l’action de la spiramycine et de ses associa- 
tions sur la croissance de Staphylococcus aureus (souche L 1) en 
milieu liquide (eau peptonée a 3 p. 100, glucosée a 0,5 p. 100) 
et ensemencée avec une suspension de staphylocoques provenant 
dune culture sur gélose inclinée, A4gée de 24 heures, 4 37°. Le 
nombre de germes, au départ des cultures, était voisin de 
3.10°/em’. Les cultures étaient agitées et aérées par un systéme 
de va-el-vient actionné par une pompe (vingt-cing fois par minute), 
a température constante (85° C) et 4 pH constant (7,5-7,6). Les 
antibiotiques utilisés dans cette série d’expériences ont été : 

1° La spiramycine base, en solution faiblement concentrée dans 
eau distillée ; 

2° 'L’érythromycine en solution aqueuse ; 

3° La pénicilline ; 

Le sulfate de dihydrostreptomycine ; 
Le chlorhydrate de tétracycline. 


Expérimentation. 
I. — ASSOCIATION SPIRAMYCINE-TETRACYCLINE. 


1° Action de la spiramycine sur Slaphylococcus aureus (sou- 
che L1). En utilisant la technique précédemment décrite, nous 
avons enregistré les courbes de croissance de ce germe en 
présence de quanlités croissantes de spiramycine (0,05 yug/em? 
& 5 pg/em’), 

2° Action du chlorhydrate de tétracycline sur le staphylocoque 
(souche L1) pour des concentrations variant de 1 a 5 pug/em3 
(fig. 2). Dans les conditions de l’expérience le rapport d’activité 
(étracycline-spiramycine est aux environs de 2, en faveur de la 
spiramycine : la courbe de la cuve contenant 2 ug/em® de tétra- 
cycline est & peu prés superposable a celle de la cuve contenant 
! wg/em*® de spiramycine. 
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3° Activité de association spiramycine-tétracycline sur la crois- 
sance de Staphylococcus aureus (souche L 1) [fig. 3]. 

Nous avons utilisé les doses suivantes : 

Cuve 1 : témoin. 


Cuve 2: 0,1 wg de spiramycine + 1 pg de tétracycline. 
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Fic. 1. — La courbe T représente la courbe de croissance de Staphylococcus 
aureus (L.1) en eau peptonée, glucosée ; courbe 1, 0,05 ug/cm$ de spiramycine ; 
courbe 2, 0.1 yg/em?; courbe 3, 0,5 pg/cem3; courbe 4, 1 pg/cm3 


courbe 5, 2 wg/cm$ ; courbe 6, 3 wg/em$ ; courbe 7, 3 g/cm ; courbe 8, 4 pg/ems, 
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Fic. 2. — La courbe 1 représente la croissance témoin de Staphylococcus aureus en 


eau peptonée glucosée ; courbe 2, la croissance avec une concentration de 1 pg/cm* 
de tétracycline ; courbe 3, 2 yg/em$ ; courbe 4, 3 pg/cm3 ; courbe 5, 4 wg/cm? ; 
courbe 6, 5 pg/cms. 


Cuve 3: 0,1 pg de spiramycine + 2 pg de tétracycline. 
Cuve 4: 0,5 wg de spiramycine + 1 pg de tétracycline. 
Cuve 5: 0,5 wg de spinamycine + 2 pve de tétracycline. 
Cuve 6:0 wg de spiramycine + 2 ug de tétracycline. 


L’examen comparatif des courbes de croissance du slaphylo- 
coque en présence de spiramycine seule (fig. 1) et de tétracycline 
seule (fig. 2) permet de constater que la courbe correspondant 
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& une concentration de spiramycine de 1 wg/cm® est trés voisine 
de la courbe obtenuc avec une concentration de 2 pg/cm* de tétra- 
cycline. Il en est de méme des courbes correspondant a 0,5 ng 


NOMBRE DE GERMES PAR cm3 


N : | Ss 
2 4 6 8 10 12 14 16 18 
HEURES 
Fic. 3, — Courbe de croissance de Staphylococcus aureus en eau peptonée glucosée 


en présence de spiramycine et de tétracycline. 

Courbe 1 témoin : 
Les cuves 2 contiennent en pg/cm? 0, 
0 


de spiramycine + 1 ug de tétracycline. 


1 o 
c=) 
Les cuves 3 contiennent en yg/cm% 0,1 de sipramycine + 2 pg de tétracycline. 
Les cuves 4 contiennent en ypg/em? 0,5 de spiramycine + 1 pg de tétracycline. 
Les cuves 3 contiennent en yg/cm$ 0,5 de spiramycine + 2 mg de tétracycline. 
Les cuves 6 contiennent en pg/em3 0 de spiramycine + 2 wg de tétracycline. 
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Fic. 4. — Courbe de croissance de Staphylococcus aureus en eau peptonée glucoséc. 


Normale : courbe (i). 
En présence de spiramycine 1 pg/cem3 + tétracycline ] pg/em3: courbe (2) ; 
En présence de spiramycine 1 jyg/em$ + tétracycline 2 pg/em>: courbe (3). 


de spiramycine et a 1 ug de tétracycline. Or, l’association 0,5 ug 
de spiramycine + 1 yg de tétracycline/em* (ce qui est réalisé dans 
la cuve 4) [courbe 4 de la figure 3] devrait déterminer une courbe 
superposable a celle de la cuve contenant 2 wg/em? de tétracycline 
(courbe 6 de la figure 3): on voit nettement que la courbe 6 est 
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plus proche de la croissance témoin que la courbe 4: les 2 pe 
de tétracycline ont une action inférieure a celle de |’association 
de la cuve 4. 

En suivant le méme raisonnement, la courbe 4 devrait se 
superposer 4 la courbe correspondant 4 1 wg de spiramycine. 
Or, elle se situe 4 sa droite, c’est-a-dire que son action est 
supérienre. 

L’examen des allongements des phases de latence d’aprés la 
figure 4 conduit a des conclusions identiques : 

1 pg/em*® de spiramycine allonge cette phase de quatre heures 
par rapport au témoin ; 

1 pg/cm* de tétracycline la prolonge de deux heures ; 

2 pwg/em’® de tétracycline la prolongent de quatre heures. 

Pour les associations 1 pg de spiramycine avec 1 pg et 2 pe 
de tétracycline les allongements de la phase de latence sont respec- 
tivement de sept et douze heures (courbes 2 et 3), alors que, 
théoriquement, par addition, on devrait trouver six et huit heures. 

La spiramycine et la tétracycline en association présentent dans 
nos expériences une action supérieure 4 la somme des actions de 
chaque substance & la méme dose utilisée isolément: la spira- 
mycine et la tétracycline sont synergiques. 


II. — ASSOCIATION SPIRAMYCINE-PENICILLINE. 


Alors que dans les associations précédentes, Jes antibiotiques 
voyaient leurs effets s’additionner et méme s’amplifier du fait 
de l’association, les associations spiramycine-pénicilline et spira- 
mycine-streplomycine, que nous allons envisager maintenant, ont 
une activité inférieure 4 la somme des actions isolées de chacun 
des membres de lassociation. Cet antagonisme avait été mis en 
évidence pour l’érythromycine-pénicilline par Benigno, Berti ct 
Cima de la Faculté de Padoue [4], qui l’avaient attribué au phéno- 
méne suivant: l’érythromycine agit en augmentant la phase de 
jatence et en ralentissant la phase de croissance logarithmique. 
Au contraire, la pénicilline, si elle touche peu la phase de latence, 
a une action bactéricide et lylique trés importante au cours de 
la phase de multiplication. 

L’érythromycine, par son action inhibitrice de la multiplication 
cellulaire, est done antagoniste de l’action lytique de la péni- 
eilline qui est maxima sur Je germe au moment de sa multi- 
plication. 

Expérimentation. 


1° Action de la spiramycine sur Staphylococcus aureus (fig. 1). 
2° Action de la pénicilline seule sur la croissance de Staphy- 
lococcus aureus (souche L1); nous avons étudié cette action 
entre les concentrations 0,005 unité/em*® 4 0,03 unité/em? (fig. 5). 
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La leclure des courbes montre pour les doses de 0,05 a 
0,02 unilé/em’ une absence d’allongement de la phase de latence, 
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Fic. 5. — Courbe de croissance de Slaphylococcus aureus en présence de 


pénicilline seule. 


Courbe 1, témoin. 

Courbe 2, croissance en présence de 0,005 U/cm3 de pénicilline. 
Courbe 3, croissance en présence de 0,01 U/cm3 de pénicilline. 
Courbe 4, croissance en présence de 0,015 U/cm? de pénicilline. 
Courbe 5, croissance en présence de 0,02 U/cm? de pénicilline. 
Courbe 6, croissance en présence de 0,03 U/cm? de pénicilline. 
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Fic, 6 — Croissance de Staphylococcus aureus (souche L 1) en présence de 


spiramycine et de pénicilline. 
Courbe 1, témoin. 


’ 
Courbe 2, en présence de 0, 


1 wg de spiramycine + 0,02 U de pénicilline/em3. 
Courbe 3, en présence de 0,1 ug de spiramycine + 0,03 U de pénicilline/em’. 
Courbe 4, en présence de 0,5 ug de spiramycine + 0,01 U de pénicilline/em3. 
Courbe 5, en présence de 0,5 ug de spiramycine + 0,02 U de pénicilline/em. 
Courbe 6, en présence de 0 yg de spiramycine + 0,02 U de pénicilline/cm3, 


mais rapidement un ralentissement de la croissance et aussil6t 
une lyse cellulaire qui se traduit par une descente de la courbe. 
Celle-ci n’atteint plus que la demi-croissance maxima du témoin. 
Quant a la courbe 0,02 unité/em*, elle montre que l’on obtient une 
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culture contenant environ cinquante fois moins de germes que la 
culture témoin. Pour les doses de 0,02 et 0,03 unité/em? qui nous 
intéresseront dans les associations, il y a croissance secondaire 
vers les quatorziéme ou seizicme heures. 

3° Action de l’association spiramycine-pénicilline sur la crois- 
sance de Staphylococcus aureus (fig. 6). 

Nous avons étudié les doses suivantes : 

Cuve 1 : témoin. 

Cuve 2: contenant 0,1 ng de spiramycine + 0,02 unité de péni- 
cilline/em’. 

Cuve 3: contenant 0,1 ue de spiramycine + 0,03 u./cm’*. 

Cuve 4: contenant 0,5 pg de s spiramycine + 0,01 u./cm’. 

Cuve 5: contenant 0,5 wg de spiramycine + 0,02 u./em’. 

Cuve 6: contenant 0 yg de spiramycine + 0,02 u./em’. 


Discussion. 


Considérons les trois cullures en présence de 0,02 u. i. de péni- 
cilline. 

La cuve 6 contient la pénicilline seule. 

La cuve 2 contient la pénicilline + 0,1 pg/em*® de spiramycine. 

La cuve 5 contient la pénicilline + 0,5 pg/cm*® de spiramycine. 

‘La courbe 6 montre un effet bactériostatique et lytique nette- 
ment supérieur a la courbe 2 et encore supérieur a la courbe 5, 
alors que s’il y avait eu addition des effets, ces courbes auraient 
da étre disposées exactement en sens inverse. 

1° La spiramycine nous parait done antagoniste de l’action de 
la pénicilline et en particulier de son action lytique. 

2° Par contre, la pénicilline ne change pas l’allongement de 
la phase de latence provoqué par la spiramycine. 

En effet, pour une concentration de 0,5 pg/cem*® de spiramycine 
le retard de croissance par rapport au témoin est de deux heures. 
La courbe 5 (0,5 wg de spiramycine + 0,02 u.i. de pénicil- 
line/em*) présente la méme latence de deux heures. 

3° La pénicilline ne contrarie pas l’effet de la spiramycine : 
en effet, la courbe 5 est a droite de la courbe 4 (0,5 pg de spira- 
mycine + 0,01 u. i. de pénicilline/cm*), ce qui signifie que l’acti- 
vité des concentrations de la cuve 4 est légérement supérieure, 
mais la différence d’action de la pénicilline seule a doses 
0,01 unilé et 0,02 unité est beaucoup plus considérable que cette 
petite différence : ce qui confirme encore l’antagonisme de la 
spiramycine vis-a-vis de la pénicilline. 

Un antagonisme semblable a été retrouvé par des examens 
analogues entre érythromycine - pénicilline. 

Ainsi que lérythromycine, la spiramycine modifie la phase de 
latence, agit sur la phase de multiplication ott Pactivité bactério- 
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statique et lytique de la pénicilline serait maxima, et ainsi, préve- 
nant la division, s’oppose a l’action de la pénicilline. 


III. — AssocIATIONS SPIRAMYCINE-ERYTRHOMYCINE 
ET SPIRAMYCINE-STREPTOMYCINE suR Slaphylococcus aureus 
(soucur L 1). 


Par une séric d’expériences cxactement semblables aux préceé- 
dentes, nous avons étudié les actions isolées de ]’érythromycine, 
de la spiramycine, de la streptomycine, puis les actions des asso- 
ciations spiramycine-érythromycine et spiramycine-streptomycine. 

Ces expériences nous ont montré que dans l’action spiramycine- 
érythromycine, il y a renforcement des effets isolés de chacun de 
ces deux antibiotiques. Dans l’association spiramycine-streptomy- 
cine, il existe un certain anlagonisme de Ja spiramycine vis-a-vis 
de la streptomycine. 


(CONCLUSIONS. 


L’étude de Vaction de la spiramycine seule, in vilro sur la 
croissance de Staphylococcus aureus (souche L 1) et en associa- 
tion avec Jes principaux antibiotiques actuels, par la méthode 
denregistrement des courbes de croissance microbienne, nous a 
montré, dans les conditions de nos expériences : 

1° Une addition des effets bactériostatiques isolés pour l’asso- 
cauion spiramycine-chloramphénicol. 

2° Une action synergique pour les associations spiramycine- 
érythromycine-tétracycline. 

3° Un effet paradoxal antagoniste de la spiramycine vis-a-vis 
de la pénicilline et de la streptomycine : 

a) A méme dose ces antibiotiques sont plus actifs seuls qu’asso- 
ciés & la spiramycine ; 

b) Par contre, laction de la spiramycine est peu modifiée du 
fait de Vassociation, 


SUMMARY 


STUDY BY MEANS OF THE MICROBIOPHOTOMETER 
OF THE In vltro ACTIVITY OF SPIRAMYCIN ASSOCIATED WITH 
TETRACYCLIN, ERYTHROMYCIN, PENICILLIN, STREPTOMYCIN, 
ON THE MULTIPLICATION OF S., aureus. 


The work has been carried out on S. aureus L1 strain and 
hy the technique of recording the bacterial growth curves. 

The study of the in vitro activity of spiramycin alone or asso- 
ciated with the most common antibiotics shows : 

1° Cumulative effect in the case of the association spiramy- 
cin + chloramphenicol. 
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2° A synergistic effect in the case of the associations spiramy- 
cin-erythromycin-tetracyclin. 

3° An antagonistic paradoxal action of spiramycin towards 
penicillin and streptomycin : 

a) In the same dosage, these antibiotics are more active alone 
than in association with spiramycin ; 

b) On the other hand, the action of spiramycin is not modified 
by the association with these two antibiotics. 
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LES EQUILIBRES VITAMINIQUES CHEZ LES LEVURES 


par E. PEYNAUD et M@e §. LAFOURCADE (*). 


(Station agronomique et enologique de Bordeaux) 


« Une cellule vivante posséde un équipement de vilamines qui, 
normalement, doivent se trouver entre elles dans un état d’équi- 
libre quantitatif ». Dans une série de travaux fondamentaux, 
Schopfer [4] a montré l’importance de la notion d’équilibre vita- 
minique. Si, utilisant des organismes auxohétérotrophes, on 
intervient en paralysant la biosynihése d’une vitamine par un 
inhibiteur bien choisi ou en neutralisant une vilamine par un 
anlagoniste spécifique, on reléve une hypervitaminose pour cer- 
laines vitamines, tandis que d’autres sont synthétisées en quan- 
tités plus faibles. Le blocage d’une vitamine se répercute pro- 
fondément sur le métabolisme de toutes les autres et bouleverse 
le stock vitaminique de la celiule. 

Nous avons pensé qu’on pouvait également éludier ces inter- 
relations vitaminiques en cultivant certains microorganismes 
auxoautotrophes sur un milieu absolument exempt d’une_ vita- 
mine, Considérant que le meilleur état d’équilibre vitaminique est 
représenté par celui de levures se développant dans un mi‘ieu 
complet, nous avons fait varier la nature de la vitamine absente 
et noté la réponse de la cellule a ces diverses carences et la per- 
turbation ainsi provoquée dans la richesse en vitamines du milicu 
et des cellules elles-mémes. 

Nous avons opéré avec une levure Saccharomyces ellipsoideus, 
isolée d’un mowtt de raisin, présentant comme la plupart des 
levures du genre Saccharomyces une bonne autotrophie vitami- 
nique, c’est-a-dire pouvant se multiplier en l’absence complete 
de vitamines, parce que capable de synthétiser les vitamines 
manquantes. Cependant, en l’absence de cer'aines vitamines le 
développement constaté n’atteint jamais le maximum. 

Cetle levure est cultivée sur milieu synthétique liquide, & 125 ¢ 
de glucose par litre, ajusié 4 pH 3,5, complet en ce qui concerne 
les substances minérales (offertes sous forme de 2 g de cendres 
de levures par litre) et les substances azotées (offertes sous forme 
de 1 g de sels ammoniacaux et 2 g d’asparagine). Il existe huit 
séries différentes : dans la premiére le milieu est additionné de 


(*) Manuscrit recu le 9 septembre 1957. 
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toutes les vilamines-facteurs de croissance aux doses optima : 
thiamine (0,2 mg), biotine (0,002 mg), acide pantothénique 
(0,2 mg), nicotinamide (0,2 mg), pyridoxine (0,2 mg), méso- 
inositol (10 mg). Dans les six séries suivantes on a ajouté toutes 
les vitamines sauf une, toujours différente dans chaque série. 
Enfin, dans la huitieme série la fermentation se poursuit en 
Vabsence totale de vitamines. 

Chaque série comporte trois flacons. L’un est gardé stérile 
a 0° et constitue le milieu témoin, sur lequel les vitamines seront 
dosées comparativement au milieu fermenté, indiquant ainsi la 
teneur avant fermentation. Un autre, contenant 50 cm® de milieu, 
est ensemencé, bouché d’un tube effilé et placé a 25° C ; il permet 
de suivre par pesées la marche de la fermentation. Le troisiéme, 
contenant 750 cm* du milieu, est également ensemencé, bouché 
d’un tampon d’ouate et placé 4 l’étuve a 25° C pour une durée 
de trois semaines, pendant laquelle s’accomplit la fermentation ; 
ce flacon sert au dosage des vitamines. On sépare par centrifu- 
gation le liquide fermenté de son dépot de levures. On recueille 
et on pese pour chaque série le cu'ot de levure fraiche recueillie ; 
on en calcule le poids sec, en séchant 4 100° C jusqu’a poids 
constant une partie aliquote. Puis on dose a laide des méthodes 
microbioiogiques la riboflavine, la thiamine, la biotine, l’acide 
pantothénique, la nicotinamide, la pyridoxine et le mésoinositol, 
respectivement dans les milieux témoins, les milieux fermentés et 
les dépéts de levures. Dans les deux premiers cas le dosage 
s’effertue directement sur le milieu liquide sans_ prépara'ion 
spéciale ; pour les levures, une extraction s’impose dont la moda- 
lité varie selon la vitamine considérée. 

La ribofiavine a été dosée a Vaide de Lactobacillus casei : 
Vextraction de la riboflavine de la levure fraiche a été conduite 
selon le mode opératoire décrit par Connor Johnson [2] : hydro- 
lyse acide et digestion, seize heures 4 38° C, par une suspension 
de takadias'ase ‘et de papaine. 

Nons avons employé Lactobacillus fermenti comme organisme- 
test pour le dosage de la thiamine ; sa dissolution a partir de la 
levure a été conduite selon un mode opératoire voisin du_pré- 
cédent [3]. 

La biotine se dose a |’aide de Lactobacillus arabinosus ; elle 
est refirée de la levure par hydrolyse en muieu sulfurique 3 N, 
suivie d’une défécation a la baryte (technique ulilisée au Labo- 
ratoire de la Nutrition a Bellevue). 

L’acide pantothénique a été déterminé selon une méthode per- 
sonnelle & l’aide d’une levure Saccharomyces ellipsoideus [41: 
son extraction s’effectue par dissolution en milieu neutre et diges- 
tion par une suspension de mylase P, selon les modalités indi- 
quées par « The Association of Vitamin Chemists » [3]. 
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La nicotinamide, dosée par Lactobacillus arabinosus [5], est 
extraite de la levure par une simple hydro'yse acide en milieu 
chlorhydrique N en trente minutes a 120° C, La pyridoxine, dosée 
par Saccharomyces carlsbergensis, est également extraite par 
hydrolyse acide, par chauffage de quatre heures a 126° en milieu 
chlorhydrique N/20. 

Nous dosons le mésoinositol a l’aide de Kloeckera apiculata [6] ; 
cette vitamine s’extrait de la levure par hydrolyse en milieu 
sulfurique N puis défécation a la baryte. 


INFLUENCE DES CARENCES VITAMINIQUES SUR LA FERMENTATION. — 
Nous reportons dans le tableau I quelques résultats concernant 
la vitesse de la fermentation et la mu!tiplication des levures. On 
sail que pour cette levure auxoautotrophe, ces phénomenes sont 
largement influencés par diverses carences vitaminiques [7]. 


Tasteau I. — Influence des carences vitaminiques sur la fermentation. 


Sucre fermenté Poids des levures récoltées 
au 6° jour 


(silieu Aa 125 g) Etat frais Etat sec 


Toutes les vitamines 
Sans thiamine 


Sans biotine 


Sans acide pantothénique 


Sans nicotinamide 
Sans pyridoxine 
Sans mésoinositol 


Sans aucune vitamine 


Les chiffres sont des grammes par litre. 


L’absence d’acide pantothénique retarde considérablement fa 
fermentation du sucre et ce retard représente a lui seul celui 
qu'on observe en l’absence compléte de vitamines. Le manque 
de tht:amine agit 4 un moindre Utre. Enfin, les effets retardateurs 
des carences en biotine et en mésoinositol ne sont sensibles que 
dans les premiers jours de la transformation. 

La récolte des .Jevures est maximum quand le milieu contient 
toutes les vitamines, ou encore en l’absence de mésoinosi'ol, de 
pyridoxine, de nicotinamide ; elle est diminuée de 20 p. 100 
lorsque manque la thiamine, ou la biotine, ou l’acide pantothé- 
nique, el de 30 p. 100 lorsque la carence est complete. 
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On constate donc que le pouvoir de synthése de Saccharomyces 
ellipsoideus n’est pas suffisant pour quelques vitamines essen- 
lielles, puisque leur absence dans le milieu au départ de la fer- 
mentation se répercute profondément sur la marche de la fermen- 
tation et sur le métabolisme de la cellule. Un déréglement des 
systemes enzymatiques conduisant a la formation des produits 
secondaires de la fermentation alcoolique avait déja été observé 
dans les mémes condilions expérimentales [8]. 


INFLUENCE DES CARENCES VITAMINIQUES SUR LA BIOSYNTHESE ET 
L’UTILISATION DES VITAMINES. — Le tableau II reproduit les résul- 
tats des dosages des vitamines et leur répartition entre le liquide 
fermenté et les levures ; ces résullats sont calculés pour un litre 
de milieu de culture. 


Tasteau Il. — Répartition des vitamines dans le milieu de culture 
aprés fermentation. 


RIBOFLAVINE | THIAMINE BIOTINE ACIDE PANTO-} NICOTINAMI-} PYRIDOXINE MESOINOSITOL 
THENIQUE DE 
e iLevure}Liqui-Levure fLiqui-Levure |Liqui-Levure 
a de de de 
27 450 340 60 65 12 2,7 


> 


Toutes les 
vitamines 


thia- 


4,8 


bio- 
2,4 


acide 
pantothéni- aie 
que : 3,3 


Sans nico- 
tinamide 3,2 


3,3 


3,6 


Sans aucune 3,8 
vitamine , 


Teneurs en pg (pour la biotine en millitmes de pg, pour le mésoinositol en mg) 
pour un litre de milieu. 


Le tableau III donne, également par litre de milieu, les quan- 
tités totales de vitamines se trouvant a la fin de la fermentation 
dans chaque condition, c’est-a-dire la somme: vitamines du 
liquide + vitamines des levures. 

Le tableau IV rapporte les richeses en vitamines des levures 
calculées par gramme de levure séche. sila 

Ces chiffres montrent que les interrelations vitaminiques sont 
trés complexes et que cette levure, bien qu’auxoautotrophe, est 
extrémement sensible a la plupart des carences vitaminiques de 
départ. 
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Tasieau III. — Quantité totale de vitamines dans le milieu de culture 
aprés fermentation. 


Riboflavine | Thiamine | Biotine |Acide panto- 
thénique 


Avant fermentation 


Toutes les vitamines 
Sans thiamine 


Sans biotine 


Sans acide pantothénique I55 


Sans nicotinamide 79 
Sans pyridoxine 42 
mésoinositol 65 


aucune vitamine | 


Teneurs en yg (pour la biotine en milli¢mes de ug, pour le mésoinositol en mg) 
pour un litre de milieu, 


TasLteau IV. — Richesse des levures en vitamines. 


[ike OS San cba 
5 9,2 43 


fF 
Toutes les vitamines 6, > 
545 
10 


Acide panto- Nicotinami- Pyridoxi- Mésoinosi 
thenique de ne 


Sans thiamine 16 23 


30 


Sans biotine 


Sans acide pantothéni 
» que 


Ty 
5 


Sans nicotinamide 


Sans pyridoxine 


mésoinositol 


aucune vitamine 


Teneurs en pg par gramme de Jevure stche, en millitmes de pg pour la biotine. 


Pour tirer parti des nombreux chiffres des tableaux, on peut 
d’abord considérer les effets des carences en vitamine, prises 
une a une, sur la quantité totale de chaque vitamine dans le 
milieu fermenté, puis sur la répartition entre le liquide et la 
levure, enfin sur la richesse propre de la levure. On peut ensuite 
étudier le comportement de chacune des six vitamines consi- 
dérées successivement, en fonction des diverses carences vitami- 
niques et par comparaison avec le milieu complet et le milieu 
absolument privé de vitamines. 

I] nous parait inutile d’énumérer ici, dans le détail, toutes les 
observations. Ces phénoménes sont souvent difficiles a inter- 
préter. Nous nous limiterons a l’analyse de l’effet de l’absence 
de thiamine, que nous donnons a titre d’exemple et qui s’est 
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montrée la condition ayant les incidences les plus importantes, 
et a l’étude de la synthése de la riboflavine en fonction des 
carences des divers facteurs de croissance. 


Effet de la carence en thiamine. — Le premier fait marquant 
est que cette carence est parfaitement corrigée par la synthése 
effectuée par les levures : le milieu initialement privé de thiamine 
est, apres fermentation, aussi riche que les milieux qui en étaient 
pourvus. Mais si on se référe aux teneurs en vitamines du milieu 
complet, on observe que la production de riboflavine est presque 
triplée tandis que les teneurs en biotine, pyridoxine et acide 
pantothénique sont nettement diminuées. La levure auxoauto- 
trophe réagit done & une carence par une synthése de la vitamine 
manquante, mais ce phénoméne s’accompagne d’un remaniement 
profond de l’équilibre vitaminique. 

Autre fait important, la consommation de la thiamine au cours 
de la fermentation est trés élevée ; une fraction de 80 p. 100 en 
moyenne de la dose initiale a disparu. Il n’y a pas simple fixa- 
tion par la levure, mais utilisation avec destruction. On enre- 
gistre semblable dégradation pour la biotine, )’acide pantothé- 
nique, la pyridoxine. 

Si Von considére les teneurs en vitamines de la levure par 
gramme de poids sec, on observe que la levure cultivée en 
absence de thiamine est la plus pauvre en riboflavine, en bio- 
tine, en nicotinamide ; elle est parmi les plus pauvres en acide 
pantothénique. Par contre, elle est trés riche en meésoinositol. 
La carence compléte en thiamine modifie done le stock vitami- 
nique de la Jevure (sauf pour la pyridoxine dont la teneur est 
moins sensible aux diverses conditions). La thiamine est néces- 
saire 4 la biosynthése de la plupart des vitamines. 

On remarque que la répartition des vitamines entre le liquide 
et les levures est modifiée : en l’absence de thiamine le liquide 
est plus riche en riboflavine et la levure est plus pauvre que dans 
les autres milieux; pour la pyridoxine, au contraire, c’est la 
levure qui s’enrichit aux dépens du milieu. 

En bref, la carence en thiamine est la plus délerminante sur 
l’équipement en vitamines de la levure et ce facteur est impliqué 
dans tous les processus de biosynthése et d'utilisation des vita- 
mines. 


Biosynthése de la riboflavine en fonction des diverses carences 
vitaminiques. — Le milieu étant au départ exempt de riboflavine, 
qui n’est pas du reste un facteur de croissance pour les levures, 
les chiffres obtenus représentent les quantités synthétisées. Elles 
sont en général plus faibles que celles qu’on note dans Ja fermen- 
tation d’un milieu naturel comme le jus de raisin par exemple. 
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La formation la plus forte n’est pas observée en présence de 
toutes les vilamines ; dans le milieu de culture sans vitamine la 
riboflavine est méme finalement plus abondante que dans le 
milieu complet. 

Le taux maximum de riboflavine est atteint lorsque manque 
la thiamine, ou la biotine ou encore l’acide pantothénique. ‘La 
présence de ces facteurs géne done la formation de riboflavine 
(ou, peut-étre, assure-t-elle une utilisation plus compléte par la 
cellule de levure ?). Par contre, le taux minimum est constaté en 
l’absence de pyridoxine ; la pyridoxine joue certainement un réle 
de premier plan dans la synthése de Ja riboflavine. Par ailleurs 
les carences en nicotinamide et en mésoinositol sont indifférentes. 

Si on considére la richesse par gramme de levure séche, 
Yaspect du phénoméne est différent, la répartition entre le liquide 
et la levure variant suivant les diverses carences. La levure est 
Ja plus riche en l’absence de mésoinositol ; elle est presque tou- 
jours plus riche en riboflavine en milieu carencé qu’en milieu 
complet, sauf lorsque manque la thiamine, cas ou elle est la plus 
pauvre. 


Interrelations vitaminiques. — Nous avons rassemblé ces rela- 
tions sous la forme du tableau V, classant pour chaque vitamine 


TABLEAU V. 
Interrelations vitaminiques chez Saccharomyces ellipsoideus 


Evolution 7 ? 6 
pendant la Vitamines nécessaires 4 la biosynthése| Vitawines nécessaires a 
fermentation l’utilisation 


Riboflavine synthése Pyridoxine Thiamine, biotine, acide 
pantothénique 


Thiamine Dizinution Biotine, pyridoxine, mésoi- 
nositol 


Biotine Diminution Thiamine, acide pantothénique 
Acide pantothénique Diminution Biotine, nicotinamide 


Nicotinamide synthése Mésoinositol, thiamine, acide panto- 
thénique 


Pyridoxine Diminution Toutes les vitamines 


Mésoinositol synthése Thiamine, acide pantothé- 
nique 


les facteurs interférants sous deux rubriques : ceux dont la preé- 
sence augmente les teneurs totales d’une vilamine, et que nous 
considérons comme nécessaires 4 la biosynthése, et ceux qui les 
diminuent, et que ‘nous considérons comme nécessaires a l’uti- 
lisation. En réalité, on peut admettre que biosythése et dégra- 
dation coexistent toujours et que, dans une condition donnée, 
augmentation. de la teneur d’une vitamine peut étre due aussi 
bien 4 une utilisation plus faible qu’a une synthése plus forte. 
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D’aprés ce tableau récapitulatif et d’aprés les observations 
précédentes, on peut établir de la maniére suivante le champ 
d'action de chaque vitamine. 

La thiamine intervient dans la biosynthése par la levure de la 
biotine, de la nicotinamide, de la pyridoxine ; elle assure l’utili- 
sation de la riboflavine, du mésoinositol. Par ailleurs elle modifie 
Vexcrétion de la riboflavine de la levure vers le milieu. 

La biotine joue certainement un réle dans la synthése de |’ acide 
pantothénique et de la pyridoxine, de méme que dans l’utilisation 
de la riboflavine, de la thiamine et du mésoinositol. 

L’acide pantothénique est nécessaire pour la formation de la 
biotine, de la nicotinamide, de la pyridoxine; en son absence 
s'accumulent la riboflavine et le mésoinositol. 

Ces trois vitamines sont les plus importantes, parce que liées 
au plus grand nombre d’autres vitamines ; on savait par ailleurs 
qu’elles sont essentielles pour la multiplication optimum des 
levures. 

La nicotinamide joue un role dans la biosynthése de l’acide 
pantothénique et de la pyridoxine. Cette derniére assure la syn- 
thése de la riboflavine et intervient, de méme que le mésoinositol, 
dans l’ntilisation de la thiamine. Enfin, absence de mésoinositol 
rend difficile la biosynthése de la nicotinamide et de la pyridoxine. 

La réparlition des vitamines entre le liquide fermenté et la 
levure est également une donnée intéressante. Si on considére le 
cas du milieu privé de vitamines au départ, ott toutes les vita- 
mines présentes ont donc été synthélisées, on constate que la 
riboflavine et la nicotinamide sont en valeur absolue beaucoup 
plus abondantes dans le liquide que dans la levure. L’acide 
pantothénique, le mésoinositol se trouvent répartis a parties 
égales, tandis que la thiamine, la pyridoxine et surtout la biotine 
sont localisées dans la levure. 


Discussion. 


Nos observations montrent que les cellules d’un organisme 
auxoautotrophe, comme Saccharomyces ellipsoideus, disposent 
de multiples moyens pour pallier |’absence d’une vitamine. Si 
une vitamine importante manque au départ, elles sont capables 
de la synthétiser, au prix cependant d’un certain déséquilibre, et 
souvent en mettant en ceuvre d’autres facteurs de croissance. Si 
toutes les vitamines manquent a la fois, elles sont capables de 
les synthétiser toutes simultanément, de toutes piéces peut-on 
dire, en quantité moindre cependant et au cours d’une multipli- 
cation trés ralentie. La levure est mieux armée pour répondre 
4’ une carence lorsqu’e!le dispose des autres vitamines. On ne 
manquera pas de remarquer toutefois qu’une nourriture azotée 
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extrémement sommaire du point de vue qualitatif lui suffit pour 
cette synthese. 

Les vilamines sont en quelque sorte interchangeables dans un 
organisme auxoautotrophe. Il est évident que la cellule ne se 
contente pas de transformer la molécule d’une vitamine présente 
pour accéder a la synthése d’une vitamine manquante. Plus vrai- 
semblablement les interrelations observées proviennent du fait 
que toutes les vitamines appartiennent, au titre de coferments, 
aux systémes enzymatiques nécessaires aux biosyntheses vitami- 
niques. Normalement, la biosynthése d’une vitamine met en jeu 
une ou plusieurs autres vitamines. 

En d’autres termes, Ja perturbation apportée par une carence 
ne retentit pas seulement sur le taux des autres vitamines libres, 
mais encore sur le taux des différents coenzymes dont ces vita- 
mines sont les constituants, généralement phosphorylés, de telle 
facon qu’en leur absence tout le métabolisme est dévié. C’est 
ainsi que chaque facteur de croissance, pris en particulier, influe 
sur toutes les fonctions de la cellule et qu'il participe a toutes 
les réactions fondamentales. 

La plupart des vitamines sont ainsi liées et solidaires. Seuls 
les couples thiamine-acide pantothénique d’une part et biotine- 
nicotinamide d’autre part, sont formés de vitamines n’ayant 
aucune action lune sur l’autre. Autre exception : la richesse en 
pyridoxine de la levure est relativement constante quelle que soit 
la carence imposée. 

Si l’on rapproche ces observations des travaux de Schopfer qui 
a utilisé surtout des organismes auxohétérotrophes, développés 
en présence d'antivitamines spécifiques, on voit qu’une méme 
carence n'a pas les mémes conséquences. I] est vraisemblable 
que chaque organisme a sa facon personnelle de répondre a une 
carence : Saccharomyces ellipsoideus présente une meilleure 
adaptation de fonctionnement que d’autres organismes auxo- 
hétérotrophes qui n’ont pas les moyens de remplacer totalement 
une vilamine par une autre. Mais la notion d’équilibre vitami- 
nique meérite d’étre étendue également aux organismes auxo- 
autotrophes pour lesquels elle revét une importance primordiale. 


Que la nature du milieu intervienne également, rien n’est plus 
certain, Le comportement des levures est trés différent dans le 
jus de raisin et le milieu synthétique au cours de la fermentation. 
Les consommations de l’acide pantothétique, de la pyridoxine 
sont plus importantes en milieu synthétique ; la biosynthése de 
la nicotinamide est de méme beaucoup plus forte, celle de la 
riboflavine par contre nettement plus faible. 


Tout se passe comme si une levure auxoautotrophe placée dans 
un mulieu carencé ne trouvait qu’avee retard le moyen de synthé- 
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tiser la vitamine qui manque, puisque la marche de la fermenta- 
tion est perturbée et que le stock vitaminique est modifié. En 
somme un organisme, bien qu’auxoautotrophe, ne peut se passer 
d@une vilamine sans une perturbation profonde de son compor- 
tement et nous avons ici de nombreux exemples ot la carence 
totale ou partielle d’une vitamine désorganise le métabolisme 
d’une cellule. 


RESUME. 


S’inspirant des travaux de Schopfer sur les équilibres vita- 
miniques chez les organismes auxohétérotrophes, les auteurs ont 
étudié, pour une levure auxoautotrophe appartenant a l’espéce 
Saccharomyces ellipsoideus, les perturbations de la biosynthése 
vilaminique provoquées par les diverses carences en vitamines- 
facteurs de croissance. Les vitamines ont été déterminées par des 
tests microbiologiques dans le liquide fermenté et dans le dépét 
de levures. 

D’intimes interrelations apparaissent entre les vitamines, pro- 
venant de ce que toutes appartiennent, au titre de coferments, 
aux systémes enzymatiques nécessaires aux biosynthéses vitami- 
niques. Chaque facteur de croissance influe sur toutes les fonc- 
tions de la cellule et participe a toutes les réactions fondamen- 
tales. 

La notion d’équilibre vitaminique est donc valable également 
pour des organismes auxoautotrophes, pour lesquels, malgré leur 
autotrophie, et ceci est trés important 4 souligner, la biosynthése 
possible ne corrige jamais tout a fait les perturbations causées 
par une carence vitaminique. 


SUMMARY 


VITAMINS BALANCE IN YEASTS. 


The authors have applied to the study of an auxoautotrophic 
yeast belonging to the species Saccharomyces ellipsoideus, the 
results of Schopfer’s work on auxoheterotrophic organisms. 
They have studied the alterations of vitaminic biosynthesis 
induced by the absence of different vilamins-growth factors. The 
vitamins have been determined by microbiological tests in fer- 
mentated fluid and yeast sediment. 

Very narrow interactions have been demonstrated between the 
different vitamins. ‘This is due to the fact that all the vitamins 
belong as coferments to the enzymic systems necessary for vita- 
minic biosynthesis. Each growth factor influences all the func- 
tions of the cell and is involved in all the basic reactions. 
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A vitaminic balance is therefore necessary also for auxoaulo- 
trophic organisms, in which, in spite of their autotrophy, bio- 
synthesis never completely counterbalances the alterations of 
a vitaminic deficiency. 
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« L’EFFET OXYGENE » DANS L’IRRADIATION X 
DE MICROORGANISMES DEFICIENTS 
EN ENZYMES DE LA RESPIRATION AEROBIE 


par Ethel MOUSTACCHI (*) @#*) (3), 


(Institut. Pasteur, 
Service de Madiologie et Cancérologie) 


Certaines radio-lésions cellulaires se produisent plus facile- 
ment en présence d’oxygéne qu’en anoxie. La plupart des auteurs 
envisagent que l’oxygéne intervient au cours de réactions qui 
suivent immédiatement ou de trés prés l’absorption de |’énergie 
radiante : 

a) Soit pour favoriser ]a formation de radicaux oxydants ou 
peroxydants 4 grande réactivité, tels HO, RO, ; 

b) Soit pour assurer des réactions en chaine telles que des 
chaines de peroxydation ; 

c) Soit pour assurer une réaction directe d’oxydation M + O, 
entre une molécule M d’ importance biologique et l’oxygéne, Vune 
des deux ayant élé ionisée par le rayonnement (Loiseleur et 
Latarjet [4]; Alper (2)). 

En 1956, Laser [3] observa que des inhibiteurs de la respiration 
cellulaire (cyanures par exemple) font disparaitre Veffet oxygéne 
chez Sarcina lutea. I] émit alors Vhypothése [4] que Voxygéne 
intervenait au cours du développement des radio-lésions en affec- 
tant certains métabolismes liés au fonctionnement des transpor- 
teurs d’hydrogéne et d’électrons. 

Comme le fit alors remarquer Latarjet [4] (Discussion), cette 
hypothése peut étre aisément vérifice sur des mutants bactériens 
dépourvus d’enzymes de la respiration aérobie, |’effet oxygéne 
doit étre nul ou du moins diminué chez ces mutants. Cette 
remarque est & Vorigine du présent travail. 


(*) Boursiére de la Ligue Francaise contre le Cancer. 

(**) Travail effectué avec la collaboration technique de Me M. L. 
Desvoye et M. A. Palaysi. 

(***) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 octobre 1957. 
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MATERIEL ET TECHNIQUE. 


SoucHES BACTERIENNES. — a) Escherichia coli B et M.L. 

b) Mutants « hémine négatifs » de B et M.'L. isolés selon la 
technique de Beljanski [5]. 

Ces mutants sont caractérisés par leur incapacité de synthétiser 
le noyau porphyrique, en particulier des cytochromes et des 
déshydrogénases. D’aprés Beljanski [6], ces mutants n’ont pas de 
respiration mesurable en présence comme en absence de substrat 
carboné. Ils poussent lentement en eau peptonée glucosée non 
aérée, Etalés sur peptone, ils donnent en deux jours a 37° de 
petites colonies juste visibles a l’ceil nu. L’addition de 3 pg 
d’hémine par centimétre cube de culture accélére notablement la 
croissance et fait apparaitre une faible quantité de cytochrome c. 


Levures. — a) Haploide : Saccharomyces cerevisiae, souche 
po RT. 

b) Diploide : de méme espéce souche BII, provenant du labo- 
ratoire de M. le professeur Ephrussi. 

c) Mutants « petites colonies » d’Ephrussi, isolés des précé- 
dents par le violet de gentiane [7]. 

Il a été vérifié que ces mutants sont dépourvus des cyto- 
chromes a, b, e et le cytochrome c apparait en aérobiose mais 
ne participe pas aux réactions d’oxydo-réduction. Selon Slo- 
nimski [8], la déficience porte sur la respiration sensible au 
cyanure de potassium. La_ respiration totale des mutants 
« petites » est réduite de 96 p. 100 par rapport a celle des 
souches normales. 


Mivieux DE CULTURE. — Les bactéries sont cultivées en eau 
peptonée glucosée ; dans certaines expériences on a ajouté 4 pg 
d’hémine par centimétre cube. Aprés irradiation les bactéries sont 
‘talées 4 37° en boite de Petri sur un milieu constitué de 8 g de 
bacto-peptone Difco, 8 g de bacto-agar, 5 g de glucose, 8 ¢ de 
bouillon Difco pour 1 1 d’eau. 

Les levures sont cultivées dans un milieu liquide constitué de 
5 g d’extrait de levure Difco, 20 g de bacto-agar, 5 g de glucose 
pour 1 1] d’eau. 


SOURCE DE RAyons X. — La source de rayons X utilisée est un 
tube Holweck a anticathode de molybdéne opérant sous une 
tension de 37 kV ; le rayonnement est filtré par 0,05 mm d’alu- 
minium ; la longueur d’onde moyenne est de 0,9 A, l’intensité 
du courant qui alimente le filament du tube peut étre réglée 


entre 15 mA et 40 mA, le débit étant égal 4 5000 r/min ou 
& 10 000 r/min. 
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TECHNIQUES BIOLOGIQUES. — Les bactéries sont cullivées en aéro- 
biose (milieu aéré) ou en anaérobiose (partielle) jusqu’en fin de 
croissance logarithmique (environ 10° cellules par centimétre 
euae). La culture est alors diluée dix fois en eau physiologique, 
1 cm’ est placé dans une boite en plexiglass de 20 mm de 
diamétre comportant un couvercle d’aluminium de 0,05 mm 
d’épaisseur qui se trouve & 2 cm de la préparation ; un conduit 
latéral dans lequel passe une mince pipette permet d’assurer un 
barbotage d’oxygéne ou d’azote au sein du liquide. La saturation 
€n oxygéne est trés rapidement atteinte ; inversement, un barbo- 
tage d’azote une demi-heure avant et pendant toute la durée de 
Virradiation assure d’une facon simple une anoxie certes incom- 
pléte, mais déja trés suffisante pour mettre en évidence un effet 
d’anoxie lorsque celui-ci existe. 

Aprés irradiation, un échantillon est immédiatement étalé sur 
milieu gélosé et mis en incubation a 37°. Celle-ci dure une nuit 
pour les bactéries normales et quarante-huit heures pour les 
mutants « hémine négatif », les survivants sont alors dénombrés 
d’apres les colonies visibles a l’ceil nu. 

les levures sont traitées de la méme maniére. ‘Les colonies sopt 
dénombrées aprés quatre jours d’incubation a 25°. L’ observation 
au microscope des suspensions cellulaires 4 irradier a toujours 
montré 95 p. 100 des cellules 4 l'état isolé ; ceci s’explique par 
le fait qwil s’agit de cultures a l'état stalionnaire. Dans toutes 
les expériences, on a irradié dans des conditions aussi compa- 
rabies que possible l'une des souches et le mutant correspon- 
dant; des doses croisantes ont été administrées en présence 
d’oxygéne d’une part et en anoxie d’autre part. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


1° Les bactéries B et M. L. et les mutants correspondants pré- 
sentent le méme effet oxygéne (fig. 1 et 2). 

Dans les présentes conditions le facteur de réduction de dose 
apporté par l’anoxie est d’environ 2 dans tous les cas. L’effet 
oxygéne présenté par les mutants « hémine négalifs » est le méme 
lorsque ceux-ci ont poussé en présence ou en absence d’hémine. 

On constate en outre que la radiosensibilité des mutants est la 
méme que celle des bactéries normales. L’absence d’enzymes 
respiratoires & noyau porphyrique ne modifie done ni la radio- 
sensibilité ni le degré de l’effet oxygeéne. 

2° Les levures fournissent le méme résultat : lanoxie partielle 
établie dans ces expériences équivaut & un facteur de réduction 
de dose d’environ 2, aussi bien chez les cellules normales que 
chez les « petites », et ceci tant chez les haploides que chez les 
diploides (fig. 3 et 4). 
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Mic. 1. — « Effet oxygtne » chez Escherichia coli B. et le mutant correspondant 
« hémine négatif ». Les cercles correspondent au rapport du nombre des bactéries 
survivantes aprés irradiation a l’air 4 celui du témoin. Les points noirs correspondent 
au rapport du nombre des bactéries survivantes aprés irradiation en anoxie a 
celui. du témoin. La cassure des courbes correspond au type B/r_ résistant 
aux radiations. 
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Fic. 2. — « Effet oxygéne » chez Escherichia coli M.L. et le mutant 


« hémine négatif ». 
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» chez les levures diploides B II 
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En revanche, on remarque chez les haploides un fait inattendu 
4 savoir une différence de radiosensibilité significative dans nos 
conditions expérimentales entre les « petites » et les normales, 
les « petites » étant plus sensibles (fig. 5). L’origine de cette 
différence n’est pas encore déterminée. 
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Fic. 5. — Courbes de survie aux rayons X des levures haploides 59 RT et du mutant 
« petite colonie » correspondant. 


Discussion. 


Dans les expériences précédentes leffel oxygéne est aussi 
important chez les mutants déficients respiratoires que chez les 
organismes normaux. Les chaines enzymatiques respiratoires 
n’interviennent donc pas dans cet effet. Certains faits viennent 
d’ailleurs 4 l’appui de cette observation. Il est bien connu par 
exemple que les doses modérées qui suffisent A stériliser les bac- 
téries et les levures 4 des taux considérables ne modifient pas 
sensiblement la respiration. Langendorff et Hagen [9] ont montré 
que Virradiation d’Escherichia coli et Saccharomyces cerevisiae, 
aux doses ci-dessus utilisées, ne diminue pas l’aclivité des cyto- 
chromes dans les cellules; les potentiels d’oxydo-réduction 
y conservent la méme valeur que dans les témoins non irradiés. 
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Les résultats de Birge et Tobias [40] vont dans le méme sens : 
ces auteurs ont observé sur une souche normale de levure que 
effet oxygéne existe quel que soit le cycle métabolique des 
cellules avant irradiation ; que les cultures aient poussé en aéro- 
biose ou en anaérobiose l’effet oxygéne conserve la méme ampleur. 

fl faut remarquer que dés 1938, Rudisill et Hock [414] et a leur 
suite plusieurs auteurs, tels Laser [8] et Tahmisian (42), avaient 
pensé que les mécanismes respiratoires cellulaires étaient princi- 
palement intéressés dans l’action létale des rayons X : les radicaux 
libérés par irradiation bloqueraicnt les systémes enzymatiques 
normalement réversibles, ce blocage élant a l’origine de lésions 
métaboliques. Les résultats récents de Langendorff contredisent 
cette hypothése ; d’autre part, sil en était ainsi, nous aurions 
dtii observer une plus grande radiosensibilité des souches nor- 
males riches en enzymes respiratoires par rapport aux mutants 
déficients. 


CONCLUSION. 


L’effet oxygéne des rayons X a la méme amplitude chez des 
bactéries et des levures déficientes en enzymes de la respiration 
aérobie que chez des souches normales correspondantes pourvues 
de ces enzymes. Ceux-ci n’interviennent done pas dans |’effet 
oxygeéne. 

Cette expérience s’inscrit done en faveur de Vhypothése selon 
laquelle Poxygéne exerce son influence au cours des premiéres 
étapes du processus radiobiologique. On sait d’ailleurs que leffet 
ne se produit que si l’oxygéne est présent pendant l’irradiation 
et non apres. 


Je tiens a remercier le D’ R. Latarjet de m’avoir suggéré ce 
travail et d’en avoir suivi de prés Ja réalisation. 


SUMMARY 


‘THE OXYGEN EFFECT IN X RAYS IRRADIATION OF AEROBIC RESPIRATORY 
ENZYMES DEFICIENT MICROORGANISMS. 


Comparative study of the oxygen effect in irradiation of 
E. coli B and M.L. strains, and that of their « hemin negative » 
mutant which is unable to synthesise the porphyrin ring. 

The experiments prove that the effective factor is the same 
for normal strains: and for their respiratory deficient mutants. 

The same experiments have been carried out with a haploid 
and a diploid strain of Saccharomyces cerevisiae and with 
Ephrussi’s « small colonies » mutants. 
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The oxygen effect has the same strength in normal yeasts and 
in aerobic respiratory enzymes deficient mutants. 

The respiratory enzymatic systems do not seem to interfere 
with the mechanism of the oxygen effect. 


[44] 
[412] 


BIBLIOGRAPHIE 


Latarset (R.) et Loisetzur (J.). C. R. Soc. Biol., 1942, 136, 60. 

Avpgr (T.). Nature, 1952, 169, 964. 

LASER (H.). Nature, 1954, 174, 753. 

Laser (H.). Ciba Found. Symp. on Ionizing radiations and cell 
metabolism, 1956, 106-119. 

Beusanski (M.). C. R. Acad. Sci., 1955, 240, 374. 

BensAnski (M.) et Bensansxi (M.). Ann. Inst. Pasteur, 1957, 92, 393. 

Marcovicu (H.). Ann, Inst. Pasteur, 1953, 85, 199. 

StonimsK1 (P.). Thése 1953, Recherches sur la formation des 
enzymes respiratoires chez les levures. Ed. Desoer (Liége). 

Lancenporrr (H.) et Hagen (U.). Experientia, 1955, 44, 485. 

Birce (A. C.) et Topias (C. A.). Arch. Biochem. Biophys., 1954, 
52, 388. 

Runpisir, (H.) et Hock (J. H.). Radiology, 19388, 34, 104. 

Taumistan (T. N.). Conf. Intern. de Genéve, 1955, 44, 298. 


INFECTION ABORTIVE D’UN COLIBACILLE 
PAR UN PHAGE 


par M. LAHAYE (*). 


(Laboratoire de Bactériologie 
de [Unwersité libre de Brucelles) 


Ces derniéres années, de nombreux auteurs ont constaté que la 
fixation du virus sur la membrane cellulaire au niveau du récep- 
teur spécifique, bien qu ‘élape indispensable dans l’invasion de la 
ceilule par certains virus, n’entrainait pas ipso facto la pénétra- 
tion du matériel génétique viral dans le protoplasme cellulaire. 

Ces observations concernent principalement les bactériophages, 
et plus particulic¢rement les phages de la série T. Plusieurs tra- 
vaux signalent des exemples de fixation non suivie d’un cycle 
bactériophagique normal. 

Puck [26] a obtenu de telles fixations abortives avec Coli B et 
T2, en observant certaines conditions expérimentales particu- 
heres : 4 0° C et dans un milieu contenant du NaCl a 0,075 M, 
une cerlaine proportion de phages se fixe irréversiblement sur 
les bactéries sans les tuer. La fraction DNA de ces phages se 
perd dans le milieu au lieu d’étre injectée dans les cellules. 

Il existe un mutant de Coli B (Col B/1) qui fixe le phage T1 
a la méme vilesse que Coli B, mais cette fixation n’est pas suivie 
de la pénétration du DNA viral dans la cellule [40, 44). 

Tl qui a été préalablement sensibilisé par un séjour 4 pH 4 
peut toujours se fixer sur Coli B, mais ne peut y pénétrer [88]. 

Lorsqu’on mélange a 37° C une suspension en eau distillée ou 
en tampon trés dilué de bactériophages T1 et une suspension en 
bouillon de Coli B, on constate, selon Puck [23], une inactivation 
rapide des phages dés leur adsorption sur les bactéries. Une 
incubation en bouillon ou dans une solution de calcium rend 
a ces phages ainsi sensibilisés un pouvoir infectieux normal. Ce 
phénomeéne parait avoir été redécouvert par Joklik [47]. La pro- 
portion de fixations « actives » de Tl sur Coli B est fonction de 
Ja concentration ionique du milieu et est augmentée par les ions 


Ca et Mg. 


(*) Manuscrit recu le 1 septembre 1957. 


Annales de UInstitut Pasteur, 94, n° 1, 1958. i 
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Le phage T5 se fixe sur sa cellule hdte en l’absence de Ca, mais 
ne peut y injecter son DNA [4, 48]. Des constatations identiques 
furent faites avec un phage antityphique [8]. 

Lorsque T2 a été traité par un excés d’ions H ou par un 
polyaminoélectrolyte synthétique, il s’adsorbe encore a la surface 
de Coli B ou de Coli B/2, mais les phases suivantes de son cycle 
ne se produisent pas |33}. 

Les bactéries lysogénes qui sont immunisées par la présence 
de leur prophage vis-a-vis des phages tempérés homologues peu- 
vent encore adsorber ces bactériophages. 

La découverte du phénoméne d’exclusion mutuelle [4, 5] a 
révélé existence d’un autre type de fixation abortive. Une cellule 
déja infectée par un phage peut encore fixer une seconde parti- 
cule bactériophagique, mais le sort de cette particule surinfec- 
tante varie en fonction de l’intervalle entre les deux infections. 
Le phage surinfectant peut étre totalement exclu et dégradé [49, 
9, 6, 12, 32]. Un phage tué ou simplement le revétement pretéique 
d'un phage (ghost) peut induire ce phénoméne d’exclusion 
mutuelle et empécher ainsi la pénétration d’un phage homologue 
actif, fixé secondairement [6, 44]. 

Ces quelques exemples montrent qu’il peut apparaitre dans 
cerlains cas un blocage dans la chaine des réactions qui doivent 
normalement se dérouler aprés la fixation du phage sur la 
bactérie. 

Puck et ses collaborateurs [26 4 32] se sont attachés dans leurs 
travaux a préciser la succession des réactions intervenant dans 
la pénétration du phage. La fixation irréversible d’un phage ou 
méme simplement de l’enveloppe protéique d’un phage sur une 
bactérie crée un stimulus électrostatique provoquant : 

1° Le phénoméne déja décrit par Hershey [15], la séparation 
irréversible des fractions DNA et protéique du phage ; 

2° Des modifications des propriétés de la membrane cellulaire. 
La perméabilité de la paroi cellulaire est en effet brusquement 
augmentée. Mais a cette perméabilisation fait suite une rapide 
réorganisation de la membrane rétablissant une perméabilité 
normale. 

L’augmentation de perméabilité, apparaissant 4 37° C quelques 
secondes aprés la fixation, est le témoin d’un processus lytique 
induit par la fixation du phage sur la membrane cellulaire. Elle 
a pour conséquence la fuite vers le milieu extérieur d’éléments 
intrace]lulaires. 

Quelques instants aprés l’apparition de cette perméabilisation, 
se développe une réaction cellulaire qui s’oppose a une extension 
de cette perméabilisation. Cette réaction de scellage emnéche ainsi 
apparition d’une lyse exogéne ou lysis from withoul. Elle ob\ure 
les orifices créés et entrave tout nouveau processus de perméabi- 
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lisation induit par la fixation de phages homologues surinfectants. 

L’efficacité de ce mécanisme de scellage est diminué chez les 
cellules agées, les cellules intoxiquées par “du cyanure, les cellules 
en suspension dans un milieu non nutritif {82}. 


Ce mécanisme, en rendant la cellule réfractaire a ]’action lytique 
d’un second virus homologue, entrave la pénétration du DNA 
surinfectant et serait donc responsable du phénoméne d’exclusion 
ou d’interférence entre phages homologues. 


Cette réorganisation de la paroi cellulaire peut-elle dans cer- 
tains cas interférer dans la pénétration du DNA infectant lui- 
méme, notamment lorsque les processus d’invasion de Ja bactérie 
ar le phage se font trop lentement ? 

L’objet de notre travail est l’étude d’un systéme bactérie-bacté- 
riophage donnant un pourcenlage élevé d’infections abortives. 
Nous avons utilisé le phage gN, entretenu sur EF. coli W. Ce 
phage et la souche sensible Coli W _ ont été isolés par 
Mutsaars [22]. Ce phage crée avec Coli W des complexes toujours 
productifs et avec Coli C des complexes évoluant le plus fréquem- 
ment vers l’infection abortive. 


Minigux ET TECHNIQUES. 


Milieux: Nous avons utilisé comme milieu liquide une infusion de 
coeur de boeuf et de cerveau de veau (Brain Heart Infusion DIFCO, 
cn abrégé BHI) et comme milieu solide un milieu gélosé (Bacto Heart 
Infusion Agar DIFCO). 

Techniques : Des échantillons de 10 ml d’une culture jeune de coli- 
bacilles, culture de trois heures en milieu BHI, sont distribués dans 
de grands tubes de 2,5 cm de diamétre, préalablement chauffés a 37° C. 
Apres trente minutes a 37°C, on ajoute 4 ces suspensions de coli- 
bacilles 10 ml d’une dilution en milieu BHI de phages @N, ayant préa- 
lablement séjourné au bain-marie 4 37°C pendant quinze minutes. 
On calcule le taux de dilution du phage pour que 0,5 ml du mélange 
bactéries-phages fournisse un nombre de plages facilement comptable 
selon la méthode de Gratia [43]. On effectue & intervalles de cinq, 
dix ou vingt minutes des prélévements de 0,5 ml du mélange, qui 
sont distribués dans des tubes contenant 5 ml de BHI Agar a 0,6 p. 100, 
maintenu a 1’état liquide au bain-marie 4 54°C. Ces tubes sont, 
aussitOt apres, coulés selon la méthode de la double couche de Gratia 
dans une boite de Petri contenant de Ja gélose de base solide 4 2 p. 100. 

La numération du nombre de plages de bactériophagie se fait aprés 
un séjour de vingt-quatre heures 4 |’étuve A 37° C. 

Les dilutions de phage @N que nous avons utilisées dans ce travail 
proviennent toujours de suspensions de phages obtenus par culture 
sur Coli W. 

Dans toutes les expériences de ce travail, nous avons considéré que 
le moment du mélange bactéries-phages avait lieu au temps zéro 
minute. 
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Dans cerlaines expériences, nous avons ajouté a la culture de coli- 
bacilles, avant de mélanger celle-ci avec la dilution appropriée de 
phages, un inhibiteur de la croissance microbienne, tel que l’auréo- 
mycine (chlorhydrate d’auréomycine cristallisée en comprimés solubles 
de 50 mg, Lederle). L’inhibiteur est ajouté trente minutes, quinze 
minutes, cing minutes ou une minule avant le mélange bactéries- 
phages. Dans d’autres expériences, il a été incorporé au milieu une 
minute, cing minutes, quinze minutes ou trente minutes aprés le 
mélange colibacilles-phages. 

Pour déterminer la vitesse de fixation du phage @N sur le colibacille 
utilisé, nous avons mélaneé 10 ml d’une dilution appropriée de phages 
et 10 ml d’une culture de 8 heures de colibacilles. Ce mélange est 
ensuite centrifugé dix minutes a 5 000 tours/minute. La centrifugation 
se fait 4 des temps variables aprés le mélange. Le taux de phages @N 
dans le liquide surnageant est déterminé par la méthode de Gratia. 
Un simple calcul nous donne ainsi la proportion de phages suffisam- 
ment fixés sur les bactéries pour étre entrainés avec celles-ci dans ie 
culot de centrifugation. 


EXPERIENCE I. 


Action du phage oN sur E. coli W. — A 10 ml dune culture 
de Coh W, agée de 8 heures, done dans la phase exponentielle 
de sa courbe de croissance, nous ajoutons 10 ml d’une dilution 
appropriée de phages qN. Toute l’expérience se fait a 37° C. 
Nous étudions l’évolution du nombre de centres infectieux en 
prélevant, dans la suspension, de cing en cing minutes, 4 échan- 
tillons de 0,5 ml que nous étalons sur gélose. La moyenne 
arithmétique des 4 résultats nous donne le titre de phages dans 
la suspension & un temps donné. Afin de comparer les diverses 
expériences entre elles, nous ramenons le titre obtenu a fa 
cinquiéme minute & une valeur arbilraire de 100, les titres sui- 
vents étant exprimés en fonction de cette modification. Le tableau I 
rassemble les résultats de 5 expériences. 


TaBLEau I. 


Minutes ee} 


I0O I01I.3 
100 97.2 
I00 96.6 
I0O IOI.4 
100 )3=—s:«96.. I 


176 2200 4420 5046 5332 6287 


126.6 188.I I2I.7 168.3 259.5 


INFECTION ABORTIVE PAR UN PHAGE 101 


La période latente est d’environ vingt-cing minutes. Le titre 
atteint 4 la quaranliéme minute, done aprés un temps inférieur 


a deux périodes latentes, des valeurs cinquante fois supérieures . 
au titre de départ. 


EXPERIENCE II. 


Action du phage oN sur E. coli C. — Cette expérience a été 
réalisée de la méme facon que la précédente. Nous avons étudié 
Pévolution du nombre de centres infectieux pendant cent minutes, 
cffectuant les prélévements d’abord toutes les cinq minutes, puis 
toutes les dix minutes et enfin de vingt en vingt minutes. 

L’action du phage @N sur Coli C différe fort de ce qu'elle est 
sur Coli W. Le tableau I! expose les résullats de 10 expériences. 
Chaque expérience comprend toujours quatre titrages effectués 
en paralléle & partir de la méme suspension bactériophagique. 
Ayant constaté que le titre de phages dans un mélange Coli 
C/phage @N en milieu BHI reste constant pendant les cing pre- 
miéres minutes, nous avons, au cours de ces expéricnees, effectué 
les premiers prélévements i la cinquiéme minute. 


TasLeau II. 
Minutes 


We e530) = 38 
7509 47.7 40 
(Led, wooed 42 
Wied) Desousi2 sm 
7309 48.4 38.7 
68 45.1 55 
7563 51.2 43.6 
78.8 552 44.2 
Te Ae DDG 
69.6 46.4 52.7 


3.0L 3.59 3.83 10.47 32.01 10.05 18.08 38.03 28.39 


Nous constatons que le titre diminue de la cinquiéme a la 
vingtiéme minute environ, puis s’¢léve, présente un pelit clocher 
a la quaranti¢me minute. Mais le litre n’atteint jamais les valeurs 
obtenues avec Coli W. Cette chute du titre entre la cinquiéme 
et la vingtiéme minute correspond-clle & Padsorplion d'un cer- 
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tain nombre de phages sur des bactéries sans production de 
. © = . . . = . . . os oe ke 
nouvelles particules ? Pourrait-il s’agir de fixations suivies d’inac 
tivation ? 
Exprrience III. 


Evolution du titre de phages @N en présence de Coli C en 
bouillon, en NaCl et en eau distillée. — Une culture de 3 heures 
de Coli C en milieu BHI est centrifugée. Le culot de centrifu- 
gation est remis en suspension : 


1° Dans le méme milieu : le tube est donc simplement réagité ; 

2° Dans du milieu BHI neuf ; 

3° Dans une solution de NaCl 9 p. 1 000 ; 

4° Dans de l’eau distillée. 

Nous laissons ces suspensions se réchauffer 4 37° C pendant 
dix minutes. Nous leur ajoutons un volume égal d’une dilu- 
tion 10— de phages respectivement en bouillon, en NaCl 9 p. 1000 
et en eau distillée. Nous étudions les variations du nombre de 
centres infectieux dans ces différents milieux par des préléve- 
ments de cing en cing minutes (tableau III). 


Tasieau III. 


Eau 


Seis B.H.I. neuf NaCl 9°/,, distillée 


minutes 
minutes 
minutes 


minutes 


minutes 


Le titre diminue en bouillon et en NaCl 9 p. 1000, il ne se 
modifie pas en eau distillée. Ce milieu empéche toute fixation de 
phages sur des récepteurs, que ceux-ci soient les fonctions récep- 
trices des surfaces cellulaires ou des éléments présents dans le 
milieu de culture. ‘L’inactivation est done secondaire a la fixation. 
On constate en outre que la chute du titre s’observe en bouillon 
auss} bien avee une culture de Coli C centrifugée et remise en 
suspension dans du bouillon neuf qu’avec une culture centrifugée 
et simplement réagitée. 

L’inactivation est done liée a la fixation de particules sur les 
surfaces cellulaires et non sur des métabolites ou sur des récep- 
teurs libres dans le milieu. 


Les résultats de cette expérience (tableau III) nous montrent 


| 
| 
| 
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encore que la chute du titre en NaCl est un peu plus lente qu’en 
bouillon. L’inactivation pourrait done étre plus rapide en présence 
d’une source d’énergie. 

En NaCl, la reproduction de phages ne pouvant avoir lieu, la 
chu'e du nombre de centres infectieux n’est pas masquée a partir 
de la treniiéme minute par la libération de nouvelles particules. 

Il y aurait donc, dans un milieu aussi nutritif que le milieu 
BHI et sans qu’aucun artifice de technique soit utilisé, un pour- 
centage élevé d’infeclions abortives. Un grand nombre d’adsorp- 
tions ne sont pas suivies de la production de nouveaux phages. 


EXPERIENCE IV. 


Détermination du nombre de Coli C tués aprés fixation de 
phages a@ leur surface. — Le Coli C qui a inactivé le phage @N 
fixé & sa surface peut-il survivre a cette infection abortive ? Nous 
avons divisé une suspension de Coli C de 3 heures en deux 
volumes égaux. A l’un nous ajoutons un volume de_ bouillon, 
a autre un volume d’une suspension de phages @N. La suspen- 
sion de Coli contenait au départ 8 610 000 bactéries par millilitre, 
la suspension de phages titre 3410 000 particules par millilitre. 
Il y a done dans le mélange Coli C-phage un exces de bactéries 
par rapport aux phages. 

Nous laissons les deux tubes vingt minutes 4 37° C. Aprés ces 
vingt minutes nous titrons les colibacilles dans les deux tubes. 
Dans le tube témoin nous retrouvons 4 300 000 Coli par millilitre, 
ce qui correspond 4 une simple dilution par un volume de 
bouillon. L’autre tube ne contient plus que 3910000 Coli par 
millilitre, soit un déficit de 390000 bactéries. Cette différence 
assez faible est statistiquement significative, le t Test donnant 
un t de 3,95 pour 9 degrés de liberté. Il y a 99 chances sur 100 
pour que la différence entre ces deux résultats ne soit pas due 
au hasard. Nous pouvions pourtant nous attendre 4 un déficit plus 
important. En effet, le mélange Coli C + phage contenait au 
départ la motiié de 3 410 000, soit 1 705 000 particules virulentes 
par millilitre. 

Nous avons vu qu’aprés vingt minutes 60 p. 100 de ces phages 
sont inactivés aprés fixation sur le Coli C; 1020000 Coli ont 
done inactivé du phage @N. Si tous ces Coli étaient tués, nous 
aurions di constater apres vingt minutes un titre de l’ordre de 
3 280 000. La différence existant entre ce résultat théorique et 
le titre observé est statistiquement significative. Le t Test donne 
un t de 8,3 pour 9 degrés de liberté. Il y a plus de 999 chances 
sur 1000 pour que ce résultat ne soit pas di au hasard. Il 
semble donc que Coli C puisse souvent survivre 4 une infection 
abortive. 
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EXPERIENCE V. 
Etude de la fixation du phage @N sur Coli C et sur Coli W 


par centrifugation a temps variable aprés le mélange bactérie- 
bactériophage. —- Nous avons recherché si Vinactivation des 


lOO%, 3 W. 


‘) 


\ 


& 


1] 
, Rierwey 7 
{ 8 
nage Fe oe 8 IO I5 20 MIN. 
Fic. 1. — Vitesses de fixation du phage @N sur Coli W a 37° et sur Coli © 


4 37° et) 207% 


phages @N par Coli C était en relation avec une fixation irré- 
versible trop lente. Nous avons comparé les vitesses de fixation 
du phage @N sur Coli C et sur Coli W, en milieu BHI. Dans la 
figure 1, la courbe W_ schématise, en fonction du temps, les 
proportions de phages libres et fixés sur Coli W a 37°C. La 
courbe C correspond a la vitesse de fixation du phage sur Coli C 
i 37° C. La courbe C20 donne les pourcentages de phages libres 
et fixés sur Coli C & 20° C. Nous avons porté de part et d’autre 
de ces courbes le triple de la déviation standard. 
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La fixation du phage @N se fait donc plus lentement sur Coli C 
que sur Coli W. Cette fixation est encore plus lente a 20° C, ce 
qui laisse entrevoir |’existence d’un processus enzymatique inter- 
venant dans la fixation. Aprés la cinquiéme minute, A 20° C, le 
nombre de phages fixés diminue assez netlement. Le phénoméne 
ne peut correspondre qu’au détachement de certains phages des 
surfaces cellulaires. Les phages qui se sont détachés semblent 
pour la plupart conserver une activité normale. En effet, il n’y a 
pas d’inactivation des phages @N par Coli C a 20° C (tableau IV). 


TasBLeau IV. 


5 minutes I0 minutes I5 minutes 20 minutes 30 minutes 


Contrairement 4 ce qui se passe A 87°, il n’y a pas de dimi- 
nution du nombre de centres infectieux dans un mélange a 20° C 
de Coli C et de phage @N en milieu BHI. I] semble donc bien 
qu’une réaction enzymatique doive intervenir avant l’inactivation 
ou bien que l’inactivation elle-méme soit de nature enzymatique. 


EXPERIENCE VI. 


Action du periodate de potassium sur la fixation du phage oN 
sur Coli C. — Nous avons essayé de bloquer par le periodate le 
détachement des phages @N de la surface de Coli C. Le periodate 
empéche l’élution spontanée de virus fixés sur la surface de 
globules rouges {46, 7]. 

a) Détermination de la concentration adéquate de periodate de 
K (5 expériences) : le periodate 4 la concentration de M/20 000 
n’a aucune action 4 37° C sur les phages libres en milieu BHI : 

Avant ]’addition de periodate : 3 453 particules de @N ; 

Trente minutes aprés lVaddition de periodate : 3747 particules 
de @N. 

b) Action du periodate de K sur la fixation du phage @N sur 
Coli C a 37°C. Le periodate est ajouté au mélange bactéries- 
phages, une minute avant la centrifugation (tableau V : moyenne 
de 5 expériences). 

Le periodate semble entraver le détachement, lors de la centri- 
fugation, d’un certain nombre de phages. Les liens physico- 
chimiques, fixant certains phages a la surface de bactéries, ne 
seraient pas assez forts pour résister 4 la centrifugation. I] s’agit 
vraisemblablement des fixations les plus récentes, survenues 
quelques instants avant la centrifugation. Le periodate consolidant 
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ces unions entraverait l’action des forces mécaniques lors de la 
centrifugation. 

Il semble done que méme a 37° C la formation de liens physico- 
chimiques entre un phage @N et un Coli C soit assez lente et 
qu’une fixation résistant 4 la centrifugation mette un certain temps 
i se réaliser. 

c) Action du periodate sur la fixation du phage @N sur Coli © 
& 20° C (tableau V). 


TABLEAU VY. 
5 minutes IO minutes I5 minutes 


SoCs avec 
periodate 74 52% 


sans ; 
periodate 50% 


témoin sans 
periodate 37 93% 


periodate 
I min. avant ; 
centrifugation 39 54% 


periodate 


38, 2% 


Lorsque le periodate M/20 000 est ajouté une minute avant la 
centrifugation, il augmente quelque peu les proportions de phages 
fixés, mais il ne modifie pas sensiblement l’allure de la courbe, 
landis qu’ajouté deux minutes apres le mélange bactéries-phages, 
il empéche l’apparition du phénomeéne d’élution. Celui-ci est donc, 
a 20° C, tout a fait spontané et n’est pas lié a l’action de forces 
mécaniques développées par la centrifugation. 


EXPERIENCE VII. 


Nous avons recherché si les réactions faisant suite a la fixation 
irréversible se font également plus lentement lorsqu’un phage @N 
se fixe sur un Coli C plutdt que sur un Coli W. Un phage qui 
s'est fixé sur une bactérie doit, avant de pénétrer dans la cellule, 
se débarrasser de son revétement protéique antigénique. Tant que 
n'est pas réalisée cette scission fraction DNA-fraction protéique, 
le phage reste sensible au sérum antiphage. 

Le phage @N fixé sur Coli C ou méme sur Coli W reste pendant 
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quelque temps sensible au sérum antiphage. Lieb [20], éludiant 
la vitesse d’adsorption du phage tempéré % sur Coli K12S, a 
découvert une phase analogue de sensibilité au s¢rum antiphage. 
Un phage suffisamment fixé sur une bactérie pour étre entrainé 
avec elle lors d’une centrifugation peut encore étre neutralisé par 
du sérum antiphage. ‘La durée de cetle période sensible est fonc- 
tion de la température et de la présence d’une source d’énergie. 


a) Neutralisation de phages @N apres leur fixation sur Coli W 
par un sérum antiphage. — A 10 ml d’une dilution 10-> de 
phages @N sont ajoutés 10 ml d’une culture de 3 heures de 
Coli W. Une, trois, cing et huit minutes aprés le mélange, on 
préléve, d’une part, 0,5 ml qu’on incorpore a 5 ml de gélose 
i 0,6 p. 100 et qu’on coule immédiatement, et, d’autre part, 
0,5 ml qu’on verse dans un tube contenant un volume égal d’une 
dilution 10 de sérum antiphage. Ce tube est laissé cing minutes 
& 387°C. On y ajoute alors 5 ml de gélose a 0,6 p. 100 et on le 
coule sur gélose a 2 p. 100. 

La dilution 10— du sérum utilisé neutralise totalement en cing 
minutes 4 37° C une dilution de 10—* de phages @N. 

Le tableau VI donne les pourcentages de phages @N fixés et 
les pourcentages de complexes infectieux insensibles au sérum, 
en fonction du temps et en présence de Coli W. 


b) Neutralisation de phages gN aprés leur fixation sur Coli C 
par un sérum antiphage. — Lorsqu’on traite un mélange de 
Coli C et de phages @N par du sérum antiphage, il ne persiste 
quwun trés faible pourcentage de centres infectieux (tableau VI). 

Ce pourcentage aussi faible correspond aux phages qui se sont 
débarrassés de leur enveloppe protéique et ont réussi une infec- 
lion productive de Coli C. Nous devons ajouter a ces résultats 
tous les phages qui se sont débarrassés de leur revétement anti- 
génique et n’ont réussi qu’une infection abortive. Ce sont les 
phages inactivés. D’aprés les travaux de Puck Vinactivation des 
phages est en effet secondaire a la scission des fractions phos- 
phore et soufre [26]. 

Il semble donc que le phage @N, aprés s’étre fixé lentement 
sur Coli C, mette encore plusicurs minutes pour se débarrasser 
de son enveloppe protéique. Il ne sera donc 4 méme de pénétrer 
dans la cellule que plusieurs minutes apres le début de la fixation. 
On peut se demander si les réactions de la paroi cellulaire, 
déclenchées dés le début de la fixation irréversible [81, 32], ne 
sont pas terminées avant que le DNA du phage puisse pénétrer 
dans la cellule. Le DNA du phage @N infectant serait done exclu. 

Nous avons recherché si certains inhibiteurs entravant le méca- 
nisme de scellage, ralentissant donc la réorganisation de la parol 
cellulaire responsable de l’exclusion, ne pouvaient augmenter !e 
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Tasiesu VI. 


nombre d’infeclions productives aux dépens des infections abor- 
lives. 


Nous avons utilisé l’aurcomycine et le cyanure. 


Expirience VIII. 


Action de Vauréomyeine sur lévolution du nombre de centres 
infecheux dans un mélange de Coli U/phage @N. — Nous mélan- 
geons toujours 10 ml d’une culture de Coli C de 3 heures et 
10 m! @une dilution 10—* de phages @N. L’auréomycine est ajoutée 


TasLeau VII. 


Temps des sans Moment de l'taddition de l'auréomycine. 


préléve- auréo. 
30 min. J5 mine S min, mins I min. 5 min. 15 min. 50 min. 


s 5 . 5 
ment avant avant avant avant apres apres apres apres 


min. TOO 100 I00 100 100 I00 
min. 2 86 eI 77 75 79 74 | 
min. 84 68 58 Sy 61 55 5 
min. ¢ 80 60 53 49 51 46 
min. 95 60 SI 45 45 e 63 


min. 5 157 146 

min. ‘ 184 
min. 256 

min. 


min. 
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a la suspension bactérienne soit avant, soit aprés le mélange 
bactéries-phages. La concentration de l’antibiotique dans le milieu 
est toujours dans cette expérience de 0,2 ug/ml. 

L’auréomycine, a la concentration ulilisée, ne modifie pas le 


ia 


a 20 30 40 50 60 80 100 
MIN. 
Fic, 2, — Action de l’auréomycine sur |’évolution du nombre de centres infecticux 


dans un mélange Coli C/@N. 1, sans auréomycine; 2, auréomycine cing minutes 
aprés mélange; 3, auréomycine cinq minutes avant; 4, auréomycine trente 
minutes avant. 


titre obtenu 4 Ja cinquiéme minute, que cet antibiotique soit ajouté 
avant ou aprés le mélange Coli/phage @N. 

L’auréomycine favorise la production de particules virulentes 
de phages dans une suspension infectée de Coli C, ainsi que le 
montre le tab‘eau VII. Cet antibiotique a une action d’autant plus 
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marquée et d’autant plus rapide qu’il est ajouté 4 la suspension 
bactérienne plus longtemps avant V’addition des phages infectants. 

La figure 2 reprend les résullats du tableau VII; elle donne 
’évolution du nombre de phages dans des cultures traitées par 
l’auréomycine trente minutes (courbe 4), cing minutes (courbe 3) 
avant l’infection et cinq minutes aprés Vinfection (courbe 2). La 
courbe 1 correspond a |’évolution normale du titre de phage oN 
en présence de Coli C non traités par l’auréomycine. Nous avons 
porté de part et d’autre de ces courbes le triple de Ja déviation 
standard. 

‘L’auréomycine modifierait une réaction cellulaire intervenant 
tres tot dans le cycle du phage. Cette réaction serait d’autant 
plus altérée que la durée d’action de l’auréomycine sur la cellule 
avant l’infection baclériophagique a été plus longue. 


EXPERIENCE IX. 


Aprés avoir traité pendant trente minutes une culture jeune de 
Coli C par de l’auréomycine a la concentration de 0,2 ug/ml, on 
la centrifuge dix minutes 4 5000 tours/minute et on resuspend 
le culot de centrifugation dans du milieu BHI neuf, ne contenant 
pas d’auréomycine. Cette suspension est alors infectée par du 
phage @N comme dans l’expérience précédente. 

Les variations du nombre de centres infectieux au cours du 
temps ressemblent a celles observées dans une culture traitée par 
de l’auréumycine et simplement réagitée ; la courbe s’éléve pour- 
tant un peu plus précocement et plus rapidement (tableau VIII). 


Tasieau VIII. 


Centrifugé Centrifuge 
et réagité et BHI neuf 


La présence de l’auréomycine n’est donc pas nécessaire lors de 
infection. Il suffit que le métabolisme cel'ulaire ait été troublé 
par cet antibiotique quelques instants avant Vinfection pour que 
les bactéries deviennent plus sensibles A une infection productive. 
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EXPERIENCE X. 


Détermination de la concentration optima d’auréomycine. — 
L’auréomycine est ajoutée a la culture de Coli C trente minutes 
avant addition des phages. Mais la concentration de l’antibio- 
lique varie : 0,05 pg, 0,2 we, 1 wg, 5 wg par millilitre de milieu 
(tableau IX). 


TasLeau IX. 


sans auréo 0.05 pe 0.2 pg I pe 5 we 


Le titre obtenu a la, cinquieme minute dans |’échantillon sans 
auréomycine a été pris comme terme de comparaison et a été 
ramené a une valeur arbitraire de 100. 

La concentration de 0,2 ug/ml est la concentration qui favorise 
le plus la production de nouvelles particules virulentes dans une 
culture de Coli C infectée par du phage @N. Cetle production 
est ralentie lorsque la concentration d’auréomycine dépasse 
0,2 pg/ml. 


Exprrience XI. 


Action de l'auréomycine sur lévolultion du nombre de centres 
infectieux dans une culture de Coli W infeclée par du phage @N. 
—Celte expérience témoin a été réalisée de la méme facgon que 
la précédente (tableau X). 

L’auréomycine diminue la production de nouvelles particules 
virulentes dans une cu'ture de Coll W infectée par du phage @N 
sans jamais, 4 aucune concentration, la favoriser. 


Exprrience XII. 


Action de l’auréomycine sur la vitesse de multiplication de 
Coli C et.Coli W. — Une dilution 10—, en milicu BHI et 4 37° C, 
d’nne culture de Coli C ou de Coli W de 3 heures est additionnée 
d’auréomycine a diverses concentrations : 0,05 ug, 0,2 ug, 1 pg, 
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TaBLeau X. 


sans 0.05 pg 0.2 pe I we 5 ug 
auréom. 


5 wa/ml. Des prélévements de 0,5 ml sont effectués aprés cinq, 
quinze, trente, soixante et quatre-vingt-dix minutes. Le titrage se 
fait selon la méthode de Gratia (tabieau XI). 


Tasueau XI. 


sans auréom. 0.05 pg 0.2 Ee I pg 5 pe 


Comme il fallait s’y attendre, l’auréomycine, a des concentra- 
tions idenliques, exerce une action inhtbitrice assez semblable sur 
la vitesse de multiplication de Coli C et sur celle de Coli W. 

L’action de cet antibiolique sur les complexcs  infectieux 
Coli C/pN et Coli W/gN est par contre trés différente (expé- 
riences X et XI). 

L’action de l’auréomycine sur la production de phages @N dans 
une culture infectée de Coli W est uniquement inhibitrice, et seu- 
lement lorsque la concentration de l’antibiotique atteint des valeurs 
toxiques pour les bactéries elles-mémes. 
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Avant d’inhiber la production de phages @N dans une culture 

infectée de Coli C, l’auréomycine a des concentrations de l’ordre 

de 0,2 pg/ml augmente la libération. de nouvelles particules viru- 

lentes. Cette augmentation de la production se fait parallélement 

a un ralentissement de la chute du nombre des centres infectieux 
au cours des vingt premiéres minutes. 


Remarquons encore la perle assez sensible de centres infec- 
tieux qu’on obtient dés les premiéres minutes avec Coli W et 
Coli C, lorsque la concentration d’auréomycine atteint ou dépasse 
1 pg/ml. Altenbern [2] a constaté que les complexes infecticux 
Coli B/T3 sont inactivés beaucoup plus rapidement par l’auréo- 
mycine que les bactéries non infectées, les phages libres élant 
résistants a Vantibiotique. 

Lwoff, Kaplan et Ritz [24] ont constaté quil est possible de 
modifier, lors de l’infection de bactéries par des phages tempérés, 
les pourcentages de réponses productives et de réponses réduc- 
tives, en faisant agir sur les complexes infectieux diverses 
substances. Ce sont certains acides organiques, l’anaérobiose, le 
cyanure, un chauffage de dix minutes a 42° C, divers inhibiteurs 
(2-4 dinitrophénol, chloramphénicol). 

Il n’a jamais été obtenu de lysogénisation de Coli C par le 
phage @N. Par conséquent, si l’auréomycine augmente le nombre 
de réponses productives, elle ne peut le faire aux dépens des 
réponses réductives. Elle ne peut donc le faire qu’aux dépens de 
réponses abortives. 


Exprrience XIII. 


Action de UVauréomycine sur la vitesse de fixalion a 37° C du 
phage @N sur Coli C. — L’auréomycine a la concentration de 
0,2 pg/ml est ajoutée & la suspension microbienne trente minutes 
avant le mélange hactéries-bactériophages (tableau XII). 


TasLeau XII. 


5 minutes IO minutes I5 minutes 20 minutes 


Auréomycine 
30 min. avant 


sans 


auréomycine 


Les Coli C traités par l’auréomycine ne fixent done pas plus 
rapidement les phages @N que les bactéries normales. 
La production accrue de phages @N dans une culture de Coli © 
traitée par V’auréomycine n’est done pas en relation avec une 
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accélération, par cet antibiotique, de la vitesse de fixation de @N 
sur Coli C. 

Nous avons recherché si cette augmentation de la production 
de phages par l’auréomycine était liée 4 une augmentation du 
nombre de complexes productifs, c’est-a-dire si, parmi les 
phages fixés sur Coli C et débarrassés de leur enveloppe pro- 
téique, une plus grande proportion réussissait une infection 
productive. 

ExpéRience XIV. 


Action de lauréomycine sur les proportions de complexes 
infeclicux productifs insensibles au sérum antiphage. — On pré- 
léve de cing en cing minutes, puis de dix en dix minutes, dans 
un mélange de bactériophages gN et de Coli C, traités préala- 
blement pendant trente minutes a 37° C par de l’auréomycine a la 
concentration de 0,2 ng/ml, des échantillons de 0,5 ml. On ajoute 
a ces échantillons 0,5 ml de sérum antiphage. Aprés cing minutes 
a 37°C on coule en gélose a 0,6 p. 100. Les proportions de 
complexes infectieux insensibles au sérum sont déterminés 
comme dans l’expérience VII (tableau XIII). 


TasLeaAu XIII. 


5 min. IO min, I5 min. 20 min. 30 min. 40 min, 


Auréomycine 5.94% T4240 T0.05%5 12.51% 
6:0.67 6:0.52 a Re Gitezs 


sans 0.70% 1.22% 
auréomycine Groen G:0.46 


Nous constatons dans ce tableau que, dés la cinquiéme minute, 
il y a déja plus de complexes infectieux productifs, résistants 
au sérum, lors de la fixation des phages sur des Coli traités par 
de Vauréomycine que lors de la fixation sur des Coli normaux. 

Cette augmentation par l’auréomycine du nombre des complexes 
infectieux productifs peut s’expliquer de deux facons : 

l° L’auréomycine augmente le nombre absolu de phages qui 
se sont, a un temps donné, débarrassés de leur enveloppe pro- 
léique antigénique. Mais l’auréomycine n’accélére pas la vitesse 
de fixation; on comprendrait difficilement que cet antibiotique 
puisse accélérer les réactions intervenant entre la fixation du 
phage et sa pénétration. 

2° L’auréomycine ne modifie pas le nombre absolu de phages 
qui se sont a un temps donné débarrassés de leur revétement 
protéique, mais augmente parmi eux le nombre de ceux qui 
réussissent a pénétrer dans la cellule et a s’y multiplier. 
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EXPERIENCE. XV. 


Action du cyanure de sodium sur la production de phage oN 
dans une culture de Coli C infectée par ce phage. — Nous avons 
recherché si un inhibiteur tel que le cyanure avait sur l’infection 
de Coli C par le phage @N une action semblable a celle de 
Pauréomycine. 

_NaCN 8 la concentration de 0,0005 M est ajouté a la suspen- 
sion microbienne trente minutes avant le mélange bactéries- 
phages (tableau XIV). Cette expérience a été réalisée de la méme 
fagon que l’expérience VIII, 4 laquelle on peut la comparer 
(tableau XIV). 


TaBLEAU XIV. 
sans NaCN 


minutes 
minutes 
minutes 
minutes 
minutes 
minutes 
minutes 
minutes 
minutes 


minutes 


Le cyanure, comme l’auréomycine, augmente le nombre de 
réponses productives et diminue l’inactivation du phage @N par 
Coli C. Cette diminution de l’inactivation est méme trés nette, 
mais nous avons vu qu’une réaction enzymatique intervenait dans 
la fixation irréversible du phage @N sur Coli C. Cette réaction, 
au méme titre que les autres réactions enzymatiques, peut ¢tre 
troublée par le cyanure. 

Signalons que, lorsque la concentration de NaCN  atteint 
0,005 M, c’est-a-dire une concentration dix fois supérieure 4 celle 
utilisée, la durée de la période latente dépasse quatre-vingts 
minutes. Benzer et Jacob [8] ont rapporté que l’addition de 
cyanure 4 des bactéries en croissance, trois minutes avant leur 
infection par le phage T2 ou le phage 4, empéchait pendant une 
heure a 37° C le développement de nouveaux phages, sans perte 
de centres infectieux. 

Le cyanure n’ayant aucune action spécifique, peut inhiber de 
nombreuses actions enzymatiques intervenant dans le cycle du 
phage. On n’est done pas autorisé a tirer d’autres conclusions 


116 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


du ralentissement par le cyanure de Vinactivation du phage @N 
par Coli C. 


EXPERIENCE XVI. 


Action du cyanure de sodium sur le nombre de complexes 
infectieux productifs, insensibles au sérum antiphage. — Celle 
expérience a élé réalisée de la méme facgon que l’expérience XIV. 
Les cellules, au lieu d’étre intoxiquées par de l’auréomycine, ont 
été traitées par du cyanure pendant trente minutes a la concen- 
tration de 0,0005 M (tableau XV). 


Tasirau XV. 


5 min. IO min. I5 min. 20 min. 30 min. 40 min. 


2.57% 3.07% 


0.76% 


L’action du cyanure est donc semblable a celle de l’auréomy- 
cine, si ce n’est que le cyanure a la concentration utilisée semble 
inhiber toules les réactions de nature enzymatique intervenant 
dans l’infection de Coli C par le phage @N et augmente nettement 
le temps séparant la fixation de la scission P. S., action que ne 
posséde pas l’auréomycine a la concentration de 0,2 pg/ml. Le 
nombre de phages insensibles au sérum dans la culture traitée 
par le cyanure, est en effet inférieur, a la cinquiéme et 4a la 
dixiéme minute, aux résultats obtenus avec la culture non traitée. 

L’auréomycine et le cyanure ayant la méme action sur l’infec- 
tion de Coli C par le phage @N, ces substances ne peuvent agir 
gue par une action inhibitrice et non par une action accélératrice 
de Vinfection bactériophagique. 


fa! = ae 
CONCLUSIONS. 


fl a déja été démontré que le chloramphénicol, ainsi que 
(autres inhibiteurs, augmentent le nombre des réponses produc- 
lives aux dépens des réponses réductives [20, 24]. 

Les travaux de Lesley et coll. [49], de French et coll. [9], de 
Herriot [14], de Graham [42] et de Puck et Lee {32}, ont contribué 
i la découverte de l’existence d’une réorganisation de la mem- 
brane (sealing mechanism selon Puck et Lee), induite directement 
par le stimulus ¢lectrostatique de la fixation du phage sur la 
surface cellulaire. Cette réorganisation de la membrane est res- 
ponsable de son imperméabilisation vis-a-vis des éléments intra- 
cellulaires, tendant 4 fuir vers le milieu extérieur (arrét du cell 
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leakage) et vis-a-vis du DNA dun phage homologue surinfectant 
(exclusion mutuelle ou interférence), Cette réorganisation de fa 
membrane intervient dés les premicres minutes apres l’infection. 
Divers inhibiteurs dont principalement le cyanure, entravent cette 
réorganisation et favorisent par conséquent la lyse exogéne ou 
lysis. from without ct la pénétration dans la cellule de DNA sur- 
infectant. 

L’auréomycine n’augmente pas la production de phages @N 
dans un mélange de Coli W et de phages @N. Lorsque la concen- 
tration atleint des valeurs toxiques pour les cellules elles-mémes, 
on observe alors seulement une diminution de la production. Lors 
d@infections productives, l’auréomycine n’a qu'une action inhibi- 
trice et cela 4 des concentrations toxiques pour les celules elles- 
mémes. 

Lors d'infections abortives, deux effets opposés de l’auréo- 
mycine se manifestent. I] existe des concentrations pour lesquelles 
effet favorable, par inhibition d’une réaction cellulaire inter- 
férant dans la pénétration du phage, surpasse l’action inhibitrice 
de Vauréomycine sur la multiplication du phage. 

Nous avons constaté qu’un méme phage, le phage @N, peut se 
fixer et pénétrer dans deux Coli, Coli W et Coli C, a des vitesses 
tres différentes. La fixaiion et la pénétration du phage @N dans 
Coli W se fait suffisamment rapidement pour que toutes les fixa- 
tions solent suivies de Ja pénétration et de la multiplication du 
phage. Toutes les infections sont productives. 

Par contre, les processus précédant la pénétration du phage @N 
dans Coli C sont trés lents. I] existe un intervalle suffisant entre 
la fixation du phage et le moment ot ce phage, débarrassé de 
son enveloppe protéique, est apte & pénétrer dans la cellule pour 
que celle-ci ait le temps de modifier la perméabilité de sa parol. 
La bactérie peut ainsi exclure, totalement ou partiellement, Je 
DNA du phage infectant. Le Coli peut, dans certains cas, sur- 
vivre 4 cette infection abortive. 

L’auréomycine et le cyanure, entravant les réactions de la 
cellule a la fixation du phage, favorisent la pénétration de ce 
phage ect augmentent ainsi le nombre des infections productives 
aux dépens des infections abortives. 


Resumé. 


Le Coliphage @N crée avee Coli W des complexes toujours 
productifs et avec Coli C des complexes évoluant le plus fréquem- 
ment vers l’infection abortive. Ces infections abortives sont 
suivies de l’inactivation du phage. Une proportion assez impor- 
tante (60 p. 100 environ) des Coli C qui ont fixé puis inactivé un 
phage, résiste a cette infection abortive. 
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Le temps séparant la fixation et la scission fraction protéique- 
fraction désoxyribonucléique est beaucoup plus grand lors de la 
fixation du phage sur un Coli C que sur un Coli W. 

Lorsque, préalablement a l’infection par le phage, on traite le 
Coli C par un inhibileur, auréomycine ou cyanure, le nombre 
des infections productives augmente aux dépens des infections 
abortives, et ceci d’autant plus que V’action de I’imhibiteur sur 
les bactéries a été plus longue. Le mécanisme de cette action 
semble étre une inhibition de la réorganisation de la membrane 
cellulaire (sealing mechanism). Cette réorganisation, induite direc- 
tement par la fixation du phage, exclurait totalement ou partiel- 
lement la fraction désoxyribonucléique du phage infectant, lorsque 
ies processus d’invasion de Coli C par le phage sont trop lents. 


SUMMARY 


ABORTIVE INFECTION OF E. coli BY A BACTERIAL VIRUS. 


Coliphage @N always forms with Coli W complexes which 
result in lysis, and with Coli C complexes which most often 
result in abortive infections. These abortive infections are 
foliowed by inactivation of the phage. A rather high percentage 
of Coli C having adsorbed and inactivated the phage resist to 
this abortive infection. 

The delay between the fixation of the phage and the separa- 
tion of the proteinic from the desoxyribonucleic fraction is much 
longer in the case of Coli C than in the case of Col W. 

When previously to infection Coli C is treated by an inhibitor 
(aureomycin or cyanid), the number of lytic responses increases 
and that of abortive infections decreases. The longer the action 
of the inhibitor on the bacteria, the greater the number of lytic 
responses. 

The mode of action seems to be an inhibition of the sealing 
mechanism. The sealing mechanism directly induced by phage 
fixation would partially or totally prevent the penetration of 
the phage DNA when the processes of Coli C invasion by the 
phage are too slow. : 
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COMMUNICATIONS 


NOUVEAU MILIEU SELECTIF 
POUR L’ISOLEMENT DES ENTEROCOQUES, 
D’EMPLOI PRATIQUE POUR LEUR RECHERCHE 
ET LEUR NUMERATION DANS L’EAU 


par L. COLOBERT et P. MORELIS. 


(Laboratoire de Bactériologie de la Section Technique de Recherches 
et d’Etudes des Services de Santé des Armées, Lyon) 


Dans la recherche et la numération des germes témoins de pollution 
fécale, les méthodes de filtration constituent par leur simplicilé et la 
modicité de leur prix de revient un progrés sur les méthodes anciennes. 

Il existe de bons milieux pour Jidentification et la numération 
d’Escherichia coli et des coliformes. Mais les milieux proposés pour 
Ventérocoque ne sont pas totalement satisfaisants ; or, on admet géné- 
ralement que la présence de ce germe dans l]’eau est au méme titre 
significative d’une souillure fécale. 

Nous nous sommes proposé de réaliser un milieu sélectif sur lequel 
tous les entérocoques (St. faecalis et St. faecium notamment) puissent 
pousser, permettant de les identifier avec un degré de certitude accep- 
table. L’idée de base a été de réaliser un milieu rendu hostile par 
son pH trés alcalin d’une part, et d’autre part par sa concentration 
trés élevée en azide de sodium. Nous avons été ainsi amenés 4 fixer 
le pH 4 9; comme il s’est révélé extr¢mement important que ce pH 
soit défini avec une grande précision, le milieu a été tamponné par 
Vadjonction de glycocolle. La concentration en azide de sodium est de 
2,25 g par litre, valeur 4,5 fois plus élevée que dans les milieux du 
type Hajna-Perry. 
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Comme quelques autres espéces microbiennes arrivent A végéter, 
quoique de fagon généralement trés discrete, nous avons ajouté de 
Vesculine et du citrate de fer ; dans ces conditions tous les entéro- 
coques poussent et seuls les entérocoques altaquent l’esculine : leurs 
colonies s’entourent d’un halo noir qui diffuse tres rapidement. 

Sur plus de 100 souches d’entérocoques étudiées, nous avons constaté 
que 6 d’entre elles poussaient mal sur le milieu et ne produisaient 
pas le halo noir quand élément nutritif était limité A du bouillon 
bactériologique ordinaire. Pour cetle raison nous avons enrichi le 
milieu par adjonclion de cervelle de veau et de cour de beeuf, Enfin, 
li est avantageux que les entérocoques se développent en anaérobiose 
relative, ce qui donne une pousse luxuriante avec fermentation intense 
de l’esculine aprés huit 4 dix heures a 37°. 


PREPARATION DU MILIEU. — 1° Prendre 250 g de cceur de boeuf dont 
on a enlevé la graisse et lenveloppe conjonctive ; hacher finement, 
achever le broyage au malaxeur & ailettes en ajoutant 200 cm® d’eau 
distillée, jusqu’a obtention d’une bouillie. Ajouter 200 e@ de cervelle 
de veau préalablement débarrassée sous Je robinet des membranes 
méningées, et 200 cm? d’eau distillée. Malaxer jusqu’d’ obtention d’une 
pate homogéne ; vider dans une casserole, rincer ]’appareil avec 400 cm° 
a’eau gu’on ajoute & la pate. Faire bouillir pendant dix minutes a feu 
doux en remuant de temps en temps. Filtrer & travers du coton 
hydrophile, compléter s’il y a lieu le volume a 800 cm? avec de l’eau 
distillée, remettre sur le feu, ajouter et dissoudre : 


Replones. Viailan tobi (L)iseemeey Marecrace tei acne mene 10 2 
(Gialaauaaeee (lok LOVING ced ec oe ame oes On Hom acme riknGr Ne A 5 
Gly COCO es Ree sctacyig ee we eters Rotor sarvie co Antena ieee ay Soma FT 5 
Phosphate sdisodiqtens (2 Oz EIN 25H Oe ae ee ete seer 5) 
(ELE O ron ae ane in eoe eo SENG OED oe eee awh Gemstar ore 16 


Aprés dissolution amener le pH A 9,2 & l’aide d’une lessive de soude 
i 50 g pour 100 cm’ en se servant d’un papier indicateur donnant 
le pH a +0,1 unité pH (2). Porter doucement & 1’ébullition. 


2° A ce moment ajouter la solution suivante préparée a part et 
liédie : 


Azide de sodium (NEN ences ne endear aero eerera ans 2,20 £ 
EE SC UULIT Oem sean tocar tela mieresotat te ora bncadees tances Sere 2 Sem ee i 
Citrate aes tere aiMmmMoOnlacalltss wrasse ee | ae a 2 
OUI ISTO OY Biter. sey wae a SoG ore ot bola clea Seeds. AoE eee 200 ems 


Apres mélange, compléter le volume a 1 000 cm® exactement avec de 
V’eau distillée, ajuster le pH & 9,2, répartir en tubes, stériliser & 115° 
pendant vingt minutes. 

Vérifier que le pH final est de 9, corriger si nécessaire. Le milieu 
est de couleur marron foncé présentant un dichromisme bleu pétrole ; 
il contient un précipité brun noirdtre abondant que l’on écarte simple- 
ment par décantation au moment ot: on coule les boites de Petri. 


(1) Laboratoire Vaillant-Defresne, 77, rue Falguiére, Paris-15*. 
(2) Papier indicateur de pH Merck, zone de pH 8,2-10 ; chez Jouan, Paris. 
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NUMERATION DES ENTEROCOQUES DANS L’EAU. — On filtre sur membrane 
de cellulose (3) un volume convenable d’eau a analyser ; la membrane 
est déposée au fond d’une boite de Petri de 55 mm de diamétre. La 
face du disque de cellulose portant les germes est dirigée vers le 
haut ; on coule sur la membrane une épaisseur de 3 mm de milieu 
fondu et refroidi A 40°. Quand la gélose est raffermie on porte la 
boite renversée 4 ]’étuve a 37°. 

La lecture des résultats se fait apres dix, quinze et vingt-quatre 
heures : toutes les colonies entourées d’un halo noir sont comptées. 
comme entérocoques. La numération est facilitée par ]l’examen du fond 
de la botte par transparence sous une source de lumiére intense. 

Le développement des germes banaux de l’eau est complétement 
inhibé, notamment de ceux appartenant aux genres Sarcina, Bacillus, 
Serratia, tandis que certaines entérobactéries donnent des colonies de 
petite taille, d’apparition tardive, sans halo noir. Les staphylocoques 
paraissent Jes seuls & donner des colonies relativement luxuriantes, 
mais ils ne produisent pas de halo noir. 


ConcLuston. — Nous avons réalisé un nouveau milieu sélectif pour 
les entérocoques ; le développement de ces germes y est particuliére- 
ment rapide et luxuriant. La lecture des résultats est aisée: toutes 
les colonies d’entérocoques présentent un halo noir. Ce milieu convient 
aux méthodes de numération par filtration. 


SUMMARY 


A NEW SELECTIVE MEDIUM FOR THE ISOLATION OF Enterococcus. 
ITs PRACTICAL USE FOR THE ISOLATION AND NUMERATION OF GERMS IN WATER. 


The authors have prepared a new selective medium for the isolation 
of Enterococcus (Streptococcus faecalis, Str. faecium). On this medium 
the growth of the germs is very rapid and abundant. The reading 
of results is easy : all Enterococcus colonies possess a black halo. This 
medium has been applied with success to the count of Enterococcus 
by the filtration method. 


(3) Membranefilter Co 5 ; Sartorius-Werke A. G. et C°, Gottingen. I 
; #G: i: . Importé 
par Labo-Moderne, 6, rue de la Vrilliére, Paris. : : 
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ANTIGENES PRECIPITANTS 
DE LA TUBERCULINE PURIFIEE |. P. 48 
ET DES FRACTIONS CHIMIQUES DERIVEES 


par Michel VERON. 
(Institut Pasteur) 


En étudiant les propriétés fixatrices du complément de différentes 
préparations extraites des bacilles tuberculeux [4], nous avons constaté 
que, a cdété de l’anligéne méthylique qui est le plus actif, d’autres 
préparations de nature protéique fixaient assez fortement le complé- 
ment, tandis que des préparations polysaccharidiques le fixaient elles- 
mémes faiblement. 

Nous avons donc supposé la présence de constituants antigéniques 
communs dans ces préparations, et cherché & les mettre en évidence 
sous forme de complexes anligéne-anticorps précipitants. 

Les solutions antigéniques utilisées pour ces expériences sont ia 
tuberculine purifiée I. P.48 de Bretey et Lamensans [2] contenant 
8,5 & 9,5 p. 100 d’azote, et deux fractions dérivées de cette tubercu- 
line [3] : fraction Pt, protéinique, contenant 14,26 p. 100 d’azote et 
donnant chez l’animal des réactions tuberculiniques typiques, et frac- 
tion St, polysaccharidique, ne contenant que 0,3 p. 100 d’azote et 
servant d’antigéne de routine pour Ja réaction d’hémagglutination 
passive. Toutes les solutions antigéniques ont été diluées dans de l’eau 
physiologique tamponnée 4 pH 7. Les sérums utilisés comme anticorps 
provenaient soit de lapins tuberculeux, soit de lapins inoculés avec 
des doses massives de BCG. 

Nos premiers essais furent faits en milieu liquide par la technique 
de l’anneau (ring-test) en superposant sans mélange les sérums et les 
différentes préparations antigéniques. Les meilleurs résultats ont été 
obtenus aprés un séjour de trente 4 soixante minutes 4 37°C. A plus 
basse température, les réactions sont plus lentes (18° C) ou trés lentes 
(4° C), et aprés une heure de contact, quelle que soit la température, 
la diffusion empéche Ja lecture correcle des résultats. 

Les sérums de lapins normaux donnent souvent 4 linterface un 
disque tres fin, 4 la limite de la visibilité, bien différent des préci- 
pités spécifiques. En effet, nos immunsérums produisent a 1|’interface 
des précipitations nettes, particulitrement avec la tuberculine I. P. 48 
et la fraction St. L’importance des précipités, varie suivant les concen- 
trations d’antigénes et la richesse en anticorps des sérums ; nous avons 
noté cependant que les précipités présentaient fréqguemment une fron- 
tiére nette en haut, du coté de l’exces d’antigéne, alors qu’ils diffu- 
saient vers le bas en opacités dégradées. 
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Nous avons essayé de préciser ces phénoménes en utilisant la tech- 
nique de précipitation en tubes aprés diffusion simple en milieu 


eélifié [4, 5] (1). 


Le gel est un mélange d’une partie de solution aqueuse dagar a 1,2 p. 100 
et de trois parties de sérum pur ou dilué & 1/3 et 1/9, ce qui donne des 
dilutions finales des sérums A 3/4, 1/4 et 1/12, dans un gel a 0,3 p. 100 
d@agar. Deux sérums hyperimmunisés ont été ulilisés ; a) sérum 313 prove- 
nant d’un lapin ayant recu en six injections intraveineuses 33 mg (poids 
humide) de BCG en suspension dans l’eau physiologique, les germes ¢tant 
tués avant Vinoculation par chauflage de quinze minutes & 100° C dans l’eau 
bouillante ; b) sérum 314 Wun lapin ayant recu en cing injections intravei- 
neuses 16 mg (poids humide) de BCG vivant en suspension dans leau 
physiologique. Les sérums 313 et 314 titrent respectivement 1/512 et 
1/2048 A Vhémagglutination passive, et 120 et 180 unilés T150 de fixation du 
complément [4]. Un mélange de sérums de lapins neufs (SLN) servait de 
témoin sérum. 

Les antigénes utilisés sont les suivants: tuberculine |. P. 48 (10 mg/ml) ; 
fraction Pt (10 mg/ml) et fraction St (5,6 mg/ml). Les micro-tubes contenant 
limmunsérum gélosé et, au-dessus, la solution aqueuse antigénique sont 
placés verticalement & 18° C, dans une chambre 4 température constante. 
La lecture est faite, dans tous les cas, aprés sept jours de diffusion. Les 
tubes sont alors photographiés sur fond noir avec éclairage oblique (voir 
figures), 


RESULTATS ET DISCUSSION. — Le témoin (sepltitme tube de chaque 
série) ne donne aucune réaction : Je gel est parfaitement limpide. On 
considére donc comme spécifiques les zones de précipitation observées 
dans les autres tubes. On observe distinctement deux zones de préci- 
pitation dans un certain nombre de tubes : cinquiéme et sixi¢me de 
la premiére série, sixitéme tube de la deuxiéme série et cinquiéme tube 
de la troisitéme série. Il y a donc dans chacune des trois solutions 
étudiées au moins deux antigenes capables de réagir avec des anticorps 
présents dans le sérum 314. 

L’un de ces antigénes semble se trouver dans chaque solution & une 
concentration relativement peu ¢levée et & peine supérieure 4 la concen- 
tration équivalente de l’anticorps dans le tube ot le sérum est dilué 
aux 3/4 dans le gel: ceci explique que la zone de cet antigéne ne 
s’observe distinctement que lorsque le sérum est dilué au 1/4 dans 
le gel, car la pénétration de la zone dans le gel est plus grande lorsque 
la richesse en anticorps diminue. La zone de précipitation la plus 
éloignée de l’interface est due & un autre antigine qui, dans chacune 
des trois solutions, doit se trouver 4 une concentration probablement 
beaucoup plus forte que le précédent. Il est raisonnable de supposer 
que les antigénes responsables de la premiére et de la deuxidme zone 
sont respectivement les mémes dans les réactions des trois solutions. 
cé que nous nous proposons de confirmer ultérieurement grice A un 
des procédés d’identification dont on dispose, par exemple par épui- 
sement. 


eo) Nous remercions vivement M. Oudin des conseils quils nous a donnés 
si aimablement. 


\ les > LInsti Bh ae 
eae or PSEC Mémoire Michel VERON. 


héactions de précipilation en milieu gelifié, 


Chaque série de 7 tubes correspond au méme antigone: A, tuberculine T. Pp. tS 2 


Boeuraction P= iG. fraction <i Dans chaque série les 7 tubes representent, 
gauche a droile, la succession suivante des immunsérums :sérum 315 dilué A 3/4 1) 
LfA (2) et 1/12 GB): sérum See lili Ay Bye oem (5) et Wale (O) ; 


lapin normal ou SLN (7). 


’ 


serum de 
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L’aspect des zones de précipitation est trés semblable dans les réac- 
tions des trois solutions. Dans les trois cas, les deux zones sont 
dépourvues de frontiére inférieure précise ; on sait que ce caractére 
a €té observé plus souvent avec des polysaccharides qu’avec des pro- 
téines [5]. La zone la plus éloignée de l’interface présente d’autre 
part, dans le cas de IJ. P. 48 et de St, un caractére particulier et qui 
ne semble pas avoir été signalé jusqu’da présent : avec la concentration 
la plus forte du sérum (quatriéme tube), la zone est limitée du cété 
de Vinterface par une sorte de frontitre assez précise, comme si le 
précipité, encore assez abondant 4 un niveau donné du gel corres- 
pondant a une certaine concentration d’antigéne, était en grande partie 
dissous & un niveau un peu plus élevé par une concentration d’anti- 
géne légérement plus forte. Ce phénoméne de redissolution du_préci- 
pité dans une zone d’excés d’antigene a été retrouvé en milieu liquide 
avec des techniques de floculation. 


Il faut ajouter que si le dénombrement des zones de précipitation 
n’indigue quune valeur minima du nombre des antigénes [5], ceci est 
particuligrement vrai lorsque les zones n’ont pas de frontiéres précises, 
comme c’est le cas ici. L’aspect du quatriéme tube de la série St, ot 
la zone inférieure présente une recrudescence d’opacité du précipité, 
peut faire supposer qu’une zone supplémentaire de précipitation, due 
4 un troisitme antigéne, serait partiellement masquée par l’autre 
précipité. 

Toutes ces observations concernent la réaction du sérum 314. Le 
sérum 313 n’est pas assez riche en anticorps pour permettre de faire 
des observations comparables. I] est impossible de dire si la différence 
entre ces deux sérums est due 4 des facteurs individuels ou au fait 
que les modes d’immunisation n’ont pas été les mémes. 


En conclusion, la présence de deux ou trois antigénes dans la 
fraction St polysaccharidique est tout A fait compatible avec le fait 
que cette fraction constitue le résidu brut, insoluble dans le phénol, 
provenant de la tuberculine I. P. 48, et qu’elle ne subit pas de purifi- 
cation ultérieure. Par contre, la présence de deux antigénes dans la 
fraction proléinique Pt, qui se comporte comme une préparation homo- 
gene 4 l’électrophorése et qui ne donne pas la réaction des sucres [3], 
méritait d’étre signalée. 


SUMMARY 


PRECIPITATING ANTIGENS OF THE PURIFIED I. P. 48 TUBERCULIN 
AND OF THE DERIVED CHEMICAL FRACTIONS. 


The presence of two to three antigens in the polysaccharidic St frac- 
tion agrees with the fact that this fraction constitutes the crude 
residue, insoluble in phenol, derived from I. P. 48 tuberculin, and that 
this fraction does not undergo any further purification. On the other 
hand, the presence of two antigens in the proteinic Pt fraction is 
pointed out: studied by electrophoresis, this fraction behaves as a 
homogeneous preparation and does not show glucide reactions. 
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LES AFFINITES TINCTORIALES DES RICKETTSIES 
ET DES GROS VIRUS VISIBLES 
(GROUPE LYMPHOGRANULOMATOSE-PSITTACOSE). 


I. — SUR LE MECANISME DE LA DIFFERENCIATION AVEC LA COLORATION 
DE MACCHIAVELLO ET SUR QUELQUES APPLICATIONS PRATIQUES, 


par Francis ROGER et Annie ROGER 
(présenté par M. GIROUD). 


(Institut Pasteur, Service des Rickettsies 
[Dt Paul Group ]) 


La coloration de Macchiavello dans laquelle on fait agir successive- 
ment Ja fuchsine basique, l’acide citrique et le bleu de méthyléne, 
constitue un procédé de base pour l’identification des rickettsies et 
joue par rapport a elles le rdle dévolu a la coloration de Gram pour 
les bactéries. 

On peut, en effet, distinguer des espéces rickettsiennes Macchiavello- 
positives qui gardent la fuchsine aprés différenciation (comme R. conori 
el R. burneti, et des espéces Macchiavello-négatives recolorées secondai- 
rement par le bleu de méthyléne (c’est le cas de R. orientalis). Pour 
notre part, nous adjoignons aux deux groupes précédents celui des 
rickettsies de type intermédiaire (groupe homologue si l’on veut de 
celui des Corynébactéries avec la coloration de Gram). Dans cette 
catégorie, on trouve deux rickettsies habituellement considérées comme 
Macchiavello-positives mais qui peuvent aussi étre parfois Macchiavello- 
négatives, par exemple lors des cultures dans le poumon du lapin : 
R. mooseri et R. prowazeki. 

Les virus du groupe de la psittacose peuvent aussi se ranger dans 
le groupe intermédiaire (bien qu’il y ait des différences nettes de colo- 
rabilité entre les différentes souches): le virus de la psittacose, par 
exemple, est 4 prédominance Macchiavello-positive dans le poumon de 
la souris, Macchiavello-négative dans le sac allantoique. 

On interpréte généralement le mécanisme de la différenciation dans 
la coloration de Macchiavello en supposant que J’acide citrique utilisé 
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dans le second temps est capable de décolorer en méme temps les 
rickettsies Macchiavello-négatives et les tissus, rendant leur recoloration 
ultérieure possible par le bleu de méthyléne : les rickettsies Macchia- 
vello-positives, qui résisteraient au contraire a la décoloration citrique, 
lémoigneraient ainsi d’une sorte d’acido-résistance limitée. 

Cetle interprétation ne nous parait pas exacte car rien ne correspond 
a ce que l’on devrait observer aux divers temps de la coloration : 

1° L’acide citrique est en effet généralement incapable de décolorer 
complétement les rickettsies Macchiavello-négatives ; 

2° Il n’est pas, non plus, indispensable a la différenciation qui peut 
étre obtenue dans de nombreux cas par la seule action seconde du 
bleu de méthyleéne. 

C’est done le bleu de méthyléne qui est le véritable agent différen- 
ciateur, |’acide ciltrique se bornant 4’ amorcer Ja décoloration du fond 
de la préparation et surtout celle des cytoplasmes qui est indispensable 
& la mise en évidence des corps élémentaires qu’ils contiennent. 

Le comportement des germes au cours de la coloration de Macchia- 
vello s’explique, en effet, uniquement par la prédominance d’une des 
activités tinctoriales, chaque colorant étant curieusement capable 
d’exclure l’autre de la rickettsie (ou des tissus) qu2il colore élective- 
ment, et alors méme que chacun d’eux est capable de colorer les 
rickettsies (ou les tissus) s’il est utilisé isolément. I] est facile de 
mettre ces affinités relatives en évidence en jouant sur la différencia- 
tion : si elle est peu poussée, les germes Macchiavello-négatifs n’en 
apparaissent pas moins bleus sur le fond rouge de la préparation ; 
si elle est trés poussée, les germes Macchiavello-positifs conservent 
pourtant leur teinte rouge sur le fond bleuté du frottis (1). 

Ces notions, assez théoriques, sur le réle prédominant du bleu de 
méthyléne dans la différenciation nous conduisent directement 4 une 
importante application pratique. I] existe, en effet, des préparations 
facilement décollables sous l’action de |’acide citrique et pour lesquelles 
il y a donc intérét a éviter cette action: c’est le cas en particulier 
des liguides de l’ceuf (allantoique, amniotique), et aussi celui, plus 
général, de toutes les suspensions. 

Pour celles-ci, nous préconisons donc la technique suivante dite : 

Technique A: sur la goutte ou le frottis simplement séché, on fait 
agir : 

Fuchsine basique 4 0,25 p. 1000: cinq minutes. 

Puis bleu de méthyléne 4 1/1 000 : deux minutes. 

Sécher et examiner a l’immersion avec un grossissement de 1’ordre 
de 500 A 600 D (2). 


(1) Si lon mélange les deux colorants dans des proportions convenables, 
i] est toujours possible de trouver une concentration relative pour laquelle 
les germes Macchiavello-positifs sont rouges et les germes Macchiavello- 
négatifs sont bleus. Ce fait (qui montre bien, aussi, les affinités tinctoriales 
électives des éléments virulents) pourrait également trouver une application 
pratique dans un procédé d’utilisation simultanée, mais la souplesse de ce 
procédé serait moindre que celle de la technique avec utilisation successive 
des deux colorants. 

(2) Avee un grossissement plus faible on ne percoit pas les détails, mais 
avec un grossissement plus fort on perd sur la netteté des couleurs. 
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Pour les frottis riches en cellules, on conservera la technique clas- 
sique avec l’acide citrique 4 1 p. 100 afin de différencier les cytoplasmes, 
toutefois, 

Technique B: on ne se servira que d’une fuchsine peu concentrée 
(voir A) afin d’éviter la surcoloration et surtout la précipitation. 

Enfin, on doit conduire théoriquement la différenciation de facon 
4 voir les éléments Macchiavello-négatifs sur un fond légérement rouge 
(péripneumonie de la souris type Herzberg, par exemple) et les éléments 
Macchiavello-positifs sur un fond bleu. 

Technique C: pour des frottis peu colorables et ot, par surcroit, les 
rickettsies sont souvent faiblement Macchiavello-négatives (comme c’est 
le cas de R. prowazeki et R. mooseri dans le poumon du lapin), la 
coloration de Macchiavello n’est pas & recommander si l’on veut se 
borner 4 une simple appréciation de la richesse des cultures : mieux 
vaut alors colorer en un seul temps avec la fuchsine 4 1/1000 et exa- 
miner avec un écran vert 4 l’immersion. 


En résumé, ce n’est pas l’acide citrique qui est responsable de la 
différenciation avec le procédé de coloration de Macchiavello, mais le 
bleu de méthyléne, et cette notion trouve une application pratique 
pour la coloration des divers types de suspensions. 


SUMMARY 


STAINING AFFINITIES OF RICKETTSIA AND LARGE VIRUSES 
(LYMPHOGRANULOMATOSIS-PSITTACOSIS GROUP): - 
I. — MECHANISM OF THE DIFFERENTIATION BY MACCHIAVELLO STAINING 
AND SOME PRACTICAL APPLICATIONS. 


It is not citric acid which is responsible for the differentiation in 
Macchiavello staining, but methylene blue. This finding has a practical 
application : the staining of different types of suspensions. 


QUELQUES REMARQUES 
SUR LE DEVELOPPEMENT DES VIRUS 
DU GROUPE DE LA PSITTACOSE 


par Francis ROGER et Annie ROGER 
(présenté par M. GIROUD). 


(Institut Pasteur, Service des Rickettsies, 
[D* Paul Grrovp]) 


Des le début des études sur le virus de la psittacose, en, 1930, les 
premiers observateurs s’étaient’ apercus. de ‘son, polymorphisme et celui-ci 
a été considéré depuis comme un caractére fondamental de tous les 
virus du groupe. Cependant, ce furent surtout les différences de taille 
entre les éléments virulents que l’on remarqua. 
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C’est ainsi que Bedson et Bland, en 1984, avaient désigné les éléments 
les plus petits (d’un diamétre de 300 4 400 my) sous le nom de « corps 
élémentaires » et qu-ils avaient rangé les éléments les plus volumineux 
sous le vocable de « corps initiaux »: ces formations (qui peuvent 
atteindre 1 y) apparaissent, en effet, les premiéres dans le péritoine 
de la souris dés le début de la culture et bien avant les corps élémen- 
taires. Ces auteurs avaient méme interprété la succession des deux 
formes dans le sens d’une véritable filiation, et ils avaient supposé que 
la multiplication initiale du virus conduisait obligatoirement a des 
formes géantes, celles-ci ne devenant que secondairement capables de 
donner naissance, par division, aux corps élémentaires terminaux. 

Levinthal, en 1935, ne se déclarait pas convaincu par cette théorie 
d’un « cycle évolutif » avec passage obligatoire par les formes géantes 
du virus. I] imsistait, au contraire, sur les possibilités de formation 
simultanée des deux types morphologiques et il attribuait leurs diffé- 
rences de taille 4 un ralentissement électif de la multiplication des 
germes, ralentissement explicable selon lui par la résistance initiale, 
fréquente mais facultative, des cellules parasitées. 

Levinthal notait également que les « corps initiaux » et les « corps 
élémentaires » de Bedson et Bland ne résumaient pas a eux seuls toute 
Vévolution du virus, et il signalait des aspects divers, en anneau, en 
bacille bipolaire, etc., qu’il proposait de grouper sous le nom de « formes 
d’involution ». Ces éléments étaient, en effet, caractérisés par le peu 
d’intensité de leurs affinités tinctoriales, ce que Levinthal considérait 
comme une preuve de dégénérescence. 

Depuis 1935, on n’a changé que peu de chose a la théorie du cycle 
évolutif de Bedson et Bland, devenue maintenant tout & fait classique, 
ef on n’a guére étudié non plus les « formes d’involution » de Levin- 
thal. Cependant, il nous semble que ni l’hypothése de Bedson et Bland, 
ni les conceptions de Levinthal ne rendent totalement compte de 
ensemble des phénoménes. 

Nos observations microscopiques, effectuées sur des milliers de frottis, 
ont porté principalement sur 8 souches distinctes de vrius du groupe 
de la psittacose: 3 souches de virus d’avortement de la _ brebis, 
2 souches psittacosiques typiques, 1 souche d’ornithose, 1 souche de 
pneumonie de la souris et 1 souche de lymphogranulomatose (1). 

Ces souches ont été étudiées parfois dans les conditions naturelles 
(souches d’avortement de la brebis), beaucoup plus souvent dans des 
conditions artificielles et variées de culture : culture dans le poumon, 
le péritoine ou le cerveau de la souris ; inoculation sur la membrane 
chorio-allantoide de l’ceuf, dans le sac vitellin, le sac allantoique ou 
le sac amniotique ; contamination des méninges du singe ou de la 
membrane allantoide de la brebis. 

Les constatations qui nous paraissent les plus intéressantes ont porté 
suc les rapports des « corps initiaux » et des « corps élémentaires » 


(1) Nous devons Ja souche KAM de lymphogranulomatose 4 lobligeance 
du professeur Lépine ; une souche de virus de l’avortement au Dt Mac Ewen, 
une souche de psiltacose (Weaver Ageon) au professeur K. I. Meyer et 
une souche d’ornithose au professeur Babudieri ; une souche de pneumonie 
de la souris vient de chez le professeur Mooser. Nous avons isolé nous- 
mémes les autres souches. 
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de Bedson et Bland d’une part, et sur les « formes d’inyolution » de 
Levinthal d’autre part. 


1° RAPPoRTS DES CORPS INITIAUX ET DES CORPS ELEMENTAIRES. — Nous 
croyons tout d’abord pouvoir confirmer la formation simultanée pos- 
sible des c. i. et des c. 6. L’assocation des deux types de virus s ‘observe 
en effet constamment avec le virus de Vavortement de la brebis dans 
la membrane vitelline de l’ceuf ou dans le poumon de la souris et 
avec les virus psiltacosiques typiques dans le sac allantoique de Voeuf. 

Mais nous avons pu aussi obtenir, a volonté, la formation exclusive 
des corps élémentaires ou des formes géantes en utilisant certaines 
souches dans des conditions précises de cullure. 

Ainsi, dans Je poumon de la souris ou la membrane vitelline de 
l‘ceeuf la souche de pneumonie de la souris lype GOnnert que nous 
avons étudiée forme exclusivement des corps élémentaires, tandis que 
la souche d’ornithose ne forme pratiquement que des corps initiaus 
sur la chorio-allantoide. 

L’ensemble de ces constatations n’est évidemment pas en faveur de 
ja théorie de Bedson et Bland mais semble bien démontrer, au 
contraire, l’importance de la cellule pour Ja production de lun ou 
Vautre des deux types de particules virulentes : les conceptions origi- 
nelles de Levinthal nous semblent ainsi vérifiées. 

Nous proposons done de remplacer Je terme de « corps initial », qui 
nous parait assez mal choisi, par celui de « corps géant ». 


2° FORMES bD’INVOLUTION. — Nous avons relrouvé les aspects en anneau, 
en chaton de bague, en bacille bipolaire, etc. au niveau de pralique- 
ment tous Jes lissus, avec toutes les souches, chaque fois que lon 
trouvait aussi les « corps géants », ce qui permet d’envisager un 
mécanisme extrémement proche a lVorigine de ces deux types morpho- 
logiques. 

Mais nous avons pu oblenir aussi la formation presque exclusive des 
formes diles dinvolulion. 

Ainsi, notre souche « Compitgne 56 » du virus de l’avorltement de 
la brebis donne une quantité considérable de ces éléments lors de la 
culture sur la membrane chorio-allantoide : certains atleignent 2 ub 
de long sur 1 y de large et le plus grand nombre affecte une morpho- 
logie bipolaire tout a fait caractéristique. 

Or, dans ces conditions de production pretiquement exclusives des 
« formes Winvolution », le titre infectant des membranes reste tres 
élevé, de l’ordre de 10—* lors des titrages en retour sur la membrane 
vitelline : il s’agit done indiscutablement d’un type morphologique du 
virus vivant. 

Nous proposons done de remplacer le terme inexact de « forme 
d‘involution » par celui de « corps polymorphes », qui a l’avantage de 
ne prejuger en rien et surtout pas A tort de la vitalité de ces formations. 


fin résumé: 1° Les éléments virulents du groupe de la psittacose 
peuvent se présenter sous trois états morphologiques distincts : les 
« corps élémentaires », les « corps géants » et les « corps polymorphes » 
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2° Le pourcentage relatif des différentes formes est déterminé, pour 
une souche donnée du groupe, par le tissu ou Vorgane utilisé pour la 
cullure : 

a) Iey a ordinairement prédominance des corps élémentaires dans 
le poumons de Ja souris ou la membrane vitelline de Vceut ; 

b) Les formes géantes et polymorphes sont plus nombreuses sur. la 
chorio-allantoide ; 

c) Le sac allantoique forme simullanément les trois types d’éléments. 

3° Chaque souche est, elle-méme, individualisée par son aptitude 
Jondamentale @ donner plus volontiers naissance & Vun ou lautre des 
trois types morphologiques essentiels, cette propriété demeurant tota- 
lement indépendante de la virulence propre des souches : 

a) La souche de pneumonie de la souris, de virulence moyenne, forme 
surtout des corps élémentaires ; 

b) Les souches d’avortement de la brebis de faible virulence donnent 
loujours un nombre important de « corps géants » ou « polymorphes » 
ad coté des « corps élémentaires » ; 

c) Les souches psittacosiques, hautement virulentes, occupent géné- 
ralement une position intermédiaire. 


SUMMARY 


SOME REMARKS ON THE DEVELOPMENT OF THE VIRUSES 
OF THE PSITTACOSTIS GROUP. 


1° The virulent elements of the psittacosis group can appear under 
three different morphological aspects : « elementary bodies », « giant 
bodies » and « polymorph bodies ». 

2° The relative percentage of the different forms depends, for each 
strain, on the tissue or the organ used for the culture. 

a) There is generally a prevalence of elementary bodies in mice lunes 
or yolk sack membrane, 

b) Giant and polymorph forms are more numerous on the chorio- 
allantoic membrane 

c) The allantoic sack simultaneously forms the three types of 
elements. 

3° Each strain is characterized by its fundamental aptitude to pro- 
duce one or the other type of the three essential morphological types, 
this property being quite independent of the virulence of the strain. 

a) The strain of mice pneumonia, of a middle virulence, forms above 
all elementary bodies. 

b) The slightly virulent strains of sheep abortion always produce 
an important number of giant or polymorph bodies, and at the same 
time cJementary bodies. 

¢) The psitlacosis strains, which possess a high virulence, occupy an 
infermediary position. 
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ETUDE D’/UNE SOUCHE 
D’ACINETOBACTER POLYMORPHA 


par MENANTAUD et J. BRISOU (*). 


(Laboratoire de bacteriologie, Hépital Maritime de Rochefort) 


Au cours de recherches portant sur la microflore des boues de la 
Charente, non loin de son embouchure, il a été isolé une bactérie 
a’ Gram négatif, immobile, trés courte, fréquemment coccoide, offrant 
les caractéres majeurs d’un microbe décrit en 1939 par de Bord, 
réétudié en 1956 par Kenner et Kobler [4] qui en ont isolé 5 souches 
de la riviére Ohio. 

Nous saisissons |’occasion de compléter la description de cette espéce 
microbienne, typique représentant du genre Acinetobacter défini en 
1954 par l’un de nous et A.-R. Prévot [2]. Il a été précisé ailleurs ce 
que l’on pouvait penser des Mimeae imaginées par de Bord [3], qui 
ne correspondent en fait qu’d des formes courtes de genres et d’espéces 
connus, 

On se trouvait donc ici en présence d’un germe a Gram négatif, 
rigoureusement immobile, asporulé, privé de cils, assez polymorphe, 
mais dont la population est cependant dominée par des formes courtes, 
neisseriformes, disposées en amas, chainettes, voisinant avec quelques 
spécimens filamenteux ou bacillaires moyens. 


CARACTERES CULTURAUX. — Le germe cultive aisément sur tous les 
milieux usuels 4 37° et & la température du laboratoire. 

Sur la gélose: enduits grisdtres, épais, devenant assez rapidement 
filants, visqueux. 

Il n’y a pas de pigment, quel que soit le milieu de culture employé. 

Le bouillon est uniformément troublé. La culture débute en sur- 
face, ot le trouble s’accentue rapidement pour gagner petit a petit 
les zones profondes. Un dépét se constitue peu A peu, qui deviendra 
visqueux dans les cultures Agées. 

Sur sérum coagulé : enduit vernissé grisdtre et filant. Pas d’attaque 
du milieu. Les germes ayant cultivé sur ce milieu sont franchement 
bacillaires ou filamenteux. Les formes courtes s’y font rares. 

Lait tournesolé ; inchangé. 

Pas de culture sur le milieu hypersalé de Chapman, mais dévelop- 
pement rapide sur le milieu de Kristensen-Lester-Jurgens modifié pac 
Kauffmann. Les colonies sont translucides, vernissées, le milieu reste 
rose (germe lactose négatif). 

Gélatine : culture aisée, pas de liquéfaction du milieu. 


CARACTERES BIOCHIMIQUES. — Les nitrates ne sont pas réduits en 
nitrites. 


En milieu de Braun au KCN: pas de culture. 


(*) Adresse: 15, rue Alsace-Lorraine, Poitiers, 
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Uréolyse négative en milieu de lergusson-Hook. 

Cultive sur citrate de soude en milieu de Simmons. 

Ni indole ni H,S. Catalase : ++. 

Attaque du glucose sans gaz en deux 4 trois jours. 

Les autres sucres, notamment le lactose, maltose, Iévulose, man- 
nitol, galactose, glycérol, inositol, ne sont pas acidifiés. 

Cellulose : non attaquée au vingt et uniéme jour de culture. 

En milieu synthétique tamponné a pH 7 (type Stephenson) le bacille 
utilise : la taurine, cystéine, méthionine, le glycocolle, le trypto- 
phane, le thiomalate, l’oxalate, le citrate de soude, le pétrole Jampant, 
le benzéne comme seules sources de carbone. Jl ne métabolise pas le 
butanol, mais attaque I’éthanol (tous ces éléments énergétiques étaient 
ajoutés au milieu de culture au moment de l’ensemencement et au 
taux de 1 p. 100). 

Recherche des tyrosinases : négative [6]. 


DISCUSSION TAXONOMIQUE. — Ce microbe, en raison de sa morphologie, 
entre dans le genre Acinetobacter défini en 1954. Son activité biochi- 
mique réduite, puisque la majorité des tests donnent' des réponses néga- 
tives en dehors d’un faible pouvoir glucidolytique, permet de le classer 
dans le groupe des Acinetobacter non protéolytiques, nitrites négatifs, 
elucidolytiques. Dans ce groupe ont été réunis : Acin. anitratum, Acin. 
winogradsky, Acin. cocoideum et variétés oxygenes, lacticum, acidum, 
middletowni, Acin. nenckii et enfin Acin. polymorpha auquel nous avons 
aujourd’hui a faire [4, 5]. 

On peut constater que ses exigences nutritives sont faibles, puisqu’il 
cultive sur les milieux les plus pauvres en présence de sources car- 
bonées réduites. 

Les observations américaines et la présente étude permettent de 
considérer Acin. polymorpha comme un hdte normal des _ boues 


fluviales. 


Résumé. — Les auteurs décrivent une bactérie (1) isolée des boues de 
la Charente. Cette bactérie entre dans Je genre Acinetobacter, elle était 
auparavant connue sous le nom de Mima polymorpha de Bord. Les 
caractéres biochimiques de ce microbe sont énumérés. Un certain 
nombre d’acides aminés, hydrocarbures et alcools peuvent ¢tre utilisés 
comme seules sources de carbone par le microbe, hdte, semble-t-il, 
normal des riviéres. 


SUMMARY 
STuDY oF A STRAIN OF Acinetobacler polymorpha. 


The authors describe a bacterium isolated from the sludges of the 
Charente river. This bacterium belongs to the genus Acinetobacter. 
Till now it was known under the name of Mima polymorpha. The 
biochemical properties of the germ are described. A certain number 
of amino acids, hydrocarbons and alcohols can be used as unique 
source of carbone. The germ seems to be a normal host of rivers. 


(1) La souche étudiée ici a été déposée a Ja collection de VInstitut Pasteur. 
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Les communications suivantes parailront en Mémoire dans les 
Annales de l’Institut Pasteur : 


Recherches sur la lyophilisation et la conservation par le 
froid de quelques spirochétes, par P. Gastrinet, A. HAmeE nin, 
A. Vaisman et F. DuNoyeER. 


Sur l’immunisation contre le virus du myxome infectieux par 
inoculation de virus du fibrome de Shope, par H. Jacoror, 
A. VALLEE et B. Virar. ; 


Recherches sur la dissociation spontanée des Pseudomonas, 
par A. Sure. 


Etudes de quelques souches de Mycobacterium tuberculosis 
isoniazido-résistantes et fortement pathogénes pour le 
cobaye. J. Description des souches, par C. Lisrrany, 
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AVIS 


Les VI Congres Internationaux de Médecine Tropicale et du Palu- 
disme auront lieu a Lisbonne du 5 au 13 septembre 1958, sous les 
auspices du gouvernement portugais. 

Pour tous renseignements, s’adresser au Secrélariat du Congres, 
Instituto de Medicina Tropical, Lisbonne, Portugal. 


* 
x* 


Le Comité de Biarritz de la Ligue Nationale Francaise contre le 
Cancer a créé, depuis 1956, un prix de 200000 fr. pour récompenser 
un travailleur dont les recherches ont porté sur la nature et l’étiologie 
des processus cancéreux. Celle année encore un prix sera décerné au 
travailleur le plus méritant, désigné par le Comité Scientifique de la 
Ligue Nationale Francaise contre le Cancer, apres étude du_ travail 
présenté. 

Les candidats deyront, avant le 24 décembre 1957, dernier délai, 
adresser leurs mémoires au Président du Comité de Ja Ligue Nationale 
Francaise contre le Cancer, 6, avenue Marceau, Paris. 
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LIVRES REGUS 


G C. de Hevesy, A. G. Forssberg et J. D. Abbatt. — Advances in 
radiobiology. Proceedings of the fifth international Congress on 
Radiobiology held in Stockholm, 15th-19'h August 1956. il vol., 
503 p. Oliver and Boyd, édit., Londres et Edimbourg, 1957. Prix : 


77s. 6d. 


Ce volume contient les trés nombreuses communications et leurs 
discussions qui ont été présentées au V° Congrés de Radiobiologie de 
Stockholm. D’importantes découvertes ont été faites au cours de ces 
derniéres années : la transplantation de cellules de moelle osseuse ou 
de rate permet la guérison des animaux ayant regu une dose mortelle 
de rayons ; lirradiation 4 doses élevées inhibe la faculté de produire 
des anticorps ; différents facteurs peuvent se comporter comme des 
agents de protection vis-a-vis des radiations ; enfin la répartition du 
strontium 90, les mutations provoquées par les radiations sont étudiées, 
ainsi que les dangers possibles, pour l’avenir génétique de l’homme, 
de l’emploi toujours accru des corps radioactifs. 


G. A. Harrison. — Chemical methods in clinical medicine, 4° édition. 
1 vol., 667 p., 158 fig., planches en couleurs. J. et A. Churchill, 
édit., Londres, 1957. Prix : 65 shillings. 


Cette 4° édition (la premitre remontant 4 1930) a été considérable- 
ment augmentée, du fait surtout des nombreuses techniques nouvelles 
qui sont entrées dans la pratique courante au cours de ces derniéres 
années. Q’est donc le chapitre I, consacré aux appareils, qui se trouve 
le plus modifié, puisqu’il comprend, entre autres sujets nouveaux, la 
description des méthodes de chromatographie sur papier et d’électro- 
phorése sur papier. D’autres parties de l’ouvrage ont été mises a jour 
el rendent compte des travaux récents. Le chapitre sur le métabolisme 
a été presque entiérement rédigé & nouveau. D’autre part, auteur 
explique pourquoi il a délibérément négligé certains sujets, par 
exemple le dosage des 17-kétostéroides urinaires, ou le test de Robinson 
dans la maladie d’Addison. Quarante figures nouvelles ont été ajoutées, 
ainsi qu’une table analytique trés détaillée. 

lok, ak. 


Le Géranl : G. Masson. 
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